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Kedves Olvaso!

A 2020-as év elején nagyon rovid id6 alatt kialakuld, a SARS-CoV-2 virus okozta
vildigméretl pandémia kovetkeztében napjainkig tobb mint 8,9 millié ember
igazoltan megfert6zodott és a halalos aldozatok szama kozel 470 ezer. A Covid-
19 vilagjarvany dramaian megvaltoztatta az életlinket, lezartdak az orszag
hatarokat, ideiglenesen bezartak a munkahelyek, iskoldk, egyik naprdl a
masikra attértiink a tdvmunkara (home office) és a tavoktatdsra. Elkezdtink
tavolsagot tartani, a korabbinal toébbszor és alaposabban kezet mosni, koz-
tertileten maszkot hordani. Megvaltoztak a napi rutinjaink, mas lett az oktatas,
a kutatds, a csaladi és kozosségi élet, a kapcsolattartdas mddja, beszlkiltek a
tarsas viszonyaink. TObb hétig voltak kijarasi korlatozasok. Hirtelen tomegek
kényszerlltek arra, hogy néhany lépcs6fokot atugorjanak a jovObe, mar ami a
digitalis technoldgia hasznalatat illeti.

A SARS-CoV-2 elleni kiizdelem részeként soha nem latott Gtem( tudomanyos
kutatas indult meg, napjainkig mar tizezernél is tobb (j tudomanyos kdzlemény
jelent meg. GOzerbvel zajlanak a kutatasok a lehetséges gydogymodok és a fert6-
zés megeldzését célzd véddoltasok fejlesztésére. Uj preprint szerverek és a ko-
z6sségi média kinalta lehetdségek kihasznaldsaval az Uj tudomanyos eredmé-
nyek korabban nem latott sebességgel valnak széles kdrben hozzaférhetdvé.

A pandémia 2020 juniusara a visszahUzddas szakaszaba ért a vilag legtobb
orszagaban. A vilagjarvany hosszu tavu hatasait még nem lehet tudni, de valé-
szinUlsithetd, hogy sok minden megvaltozik az életlinkben.

A Biokémia juniusi Covid-19 tematikus lapszamaval kettds célt valdsitunk meg:
egyrészt a téma hazai prominens kutatdi segitségével bemutatjuk az (j tipusu
koronavirusrél eddig szerzett tudomanyos ismeretek egy-egy teriletét. Mas-
részt személyes beszamoldkat olvashatunk, hogyan valtozott meg a tudoma-
nyos kutatok/oktaték élete a vilagjarvany kovetkeztében, hogyan dolgoztak és
éltek ebben a nehéz idészakban.

Kdszonet szerzoinknek!

2020. junius 22.
Szlics Maria
fészerkeszto
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Sarkadi Balazs

KORONAVIRUSROL A KARANTENBOL

Sarkadi Balazs
Természettudomanyi Kutatokézpont
Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Sokan josoltak, hogy az emberiségre az igazi veszélyt egy gyorsan terjedd és
sulyos megbetegedést okozd virus jelenti majd, de hogy egy egyszer(i korona-
virus ilyen nagy balhét eredményezhet, azt talan senki nem gondolta volna. A
koronavirusok jol ismerten itt élnek vellink, neviket a lipid kettOsrétegl burokba
agyazott fehérjetliskékrdl, a nap koronajahoz hasonldéan kitliremkedd gliko-
proteinekrdl kaptak. Egyszald RNS az 6rokitd anyaguk, gyorsan terjednek, az
emberben altalaban egy kis nathat, hasmenést, és a haziallatokban is foként
enyhe betegségeket okoznak, bar, ha a malacok, a borjak vagy a csirkék ferto6-
z6dnek meg, néha jelent6sebb gazdasagi karok is jelentkezhetnek. Igaz, az
elmult években a SARS (Severe acute respiratory syndrome, SARS-CoV) és a
MERS (Middle East respiratory syndrome, MERS-CoV) betegség mar jol mutatta,
hogy ezek a korabban nem ismert, az emberre is fert6z6 koronavirusok sulyos
léguti panaszokat, tluddgyulladast okozhatnak, és képesek a gyomrot és a
bélrendszert is megtamadni. Viszont a magas haldlozasi arany ellenére ezeknek
a koronavirusoknak a fertdzOképessége viszonylag alacsony volt, igy néhany
honap vagy év alatt gyakorlatilag kipusztultak, a fert6zések visszaszorultak.

Az Uj koronavirus

A Covid-19 jarvanyt okozé SARS-CoV-2 virus valoszinlleg csak néhany éve
fejlodott ki, a SARS-CoV virus kozeli rokonaként, eredetileg a denevérekben
elszaporodva, majd folyamatosan alkalmazkodva az emberben vald terjedéshez
(persze nem a kinai tuddsok, hanem a virusevollucié rettenetes sebességi
folyamata termelte ki Oket). De hat mit tudnak ezek a virusok, hogy ilyen
gyorsan és hatékonyan terjednek és fert6znek, ilyen sulyos karokat, akar halalt
okozhatnak? A kllonb6z6 virusok valtozatos technikakkal hasznaljak fel a
megtamadott gazdasejtek alkotdrészeit a sajat szaporodasuk elGsegitésére -
hiszen minden ilyen munkat a gazdasejttel kell elvégeztetniiik. Ugy t(inik, hogy

&N

Ltrukkoknek”.

A virusoknak valahogy be kell jutniuk a gazdasejtekbe, ahhoz, hogy szaporodni
tudjanak. Ehhez a sejtek membranjan 1évd receptorokat hasznaljak, nagy valto-
zatossaggal. A sejtfelszini receptorokhoz kapcsoldédnak, és mindjart ezt a kap-
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csolddast hasznaljdk a sejtekbe torténd bejutdshoz - Un. receptor-figgd
endocitézissal vagy fuzidval hatolnak at a sejtmembranon. Ebben a Iépésben a
CoV-2 virus kllonlegesen lGigyes tdmadd. A virus felszinén, a tiskéket alkotd
.Spike” fehérje egy olyan szerkezeti elemet, receptorkétd domént, RBD-t
tartalmaz, amely nagy affinitdssal képes az els6sorban a légutak és a tiid6
sejtjeinek a felszinén taldlhatdé ACE2 (angiotenzin konvertald enzim) nevd(
receptorhoz kapcsolédni. Az ACE2 hozza létre az angiotenzin II nevl peptidet,
amely jelentds szereplé a vérnyomas és a vesem(ikodés szabalyozasaban - az
ACE2 gatloszerek ezért a vérnyomascsOkkentés fontos gyogyszerei. A virus
kotédése ehhez az élettanilag igen fontos ACE2 receptorhoz kivaltja a sejtekben
az endocitozist és megtorténik a virus bekebelezése. Erdekes, hogy a virus
bejutdasdhoz még egy masik sejtfelszini fehérjebonté enzim (a TMPRSS2 nevd
bejutast. Mérnoki pontossagu akcid, a szervezet szamara nélkilozhetetlen
membranfehérjék felhasznalasaval!

A kovetkezO |épés a virus sejten bellli felszaporodasa. Ehhez a virus belsejében
talalhatd hosszu, tébbezer bazist tartalmazd egyszald RNS hordozza a genetikai
informacidt. Ez az informacidhordozé szamos virus (pl. az influenza, a HIV, vagy
a polio) esetében szintén RNS, de a CoV-2 ebben is kilénleges lgyes. A virus
RNS-e itt pontosan olyan, mintha a sejt sajat 6rokitd anyagardl, a DNS-rol
készllt messenger RNS lenne, azaz a sejt sajat fehérjeszintetizalé rendszere, a
riboszdmak szamara azonnal leolvashatd (pozitiv irdnyd szal), és minden olyan
molekularis jelzOvel fel van szerelve (az un. 5’ végén metilalt sapka, a masik, a
3’ végén egy poliadenil farok talalhatd) amelyek azt tGzenik a riboszémaknak,
hogy err6l az RNS-rél fehérje készilhet. A sejt szorgalmasan el is késziti a
virusfehérjék tomegét, mar csak az RNS szal Ujraképzése van hatra. A virus RNS
sokszorozasahoz is egy olyan fehérjét hasznal a CoV virus, amelyet a magaval
hozott lancrdl a sejttel készittetett el - ez a virus RNS fiiggé RNS polimeraza,
vagy masnéven replikdz enzime. Ez teszi lehetévé, hogy maga a virus RNS is
tomegesen felszaporodjék, majd ezt kovetéen a sejt szamos alapvet6
mechanizmusanak felhasznaldsaval a teljes virus 6sszeszerelje magat.

Végll az 0sszeszerelt Uj virusok témegének ki kell jutnia a gazdasejtbél. Ehhez
ismét a sejt sajat kiuritd, szekréciés mechanizmusat veszi igénybe - a sejt-
membran lipidjeit ,elorozva” készil el és tavozik a membranba burkolt, Ujra
fertdzOképes virus. A megtamadott sejt a tdmeges virustermelésbe és sajat
m(ikodéseinek elvesztésébe ,belehal”, és a pusztuld sejtek korili gyulladasos
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reakcidé sulyos szoveti karosodast okozhat. A CoV-2 virust megkoété ACE2
receptorok helyzetének megfelel6en, a szOvetkarosodas elsésorban a légutak-
ban és a tuddben jelenik meg, de a receptor a bélben és még szamos
szervinkben is megtaldlhatd, igy a virus ott is szaporodhat és karokat okozhat.
A jarvany szempontjabol fontos, hogy a CoV-2-nek az influenzavirushoz
hasonld, az emberi sejtektdl ,rabolt” kettés lipidmembran burka van, amde Ugy
tlinik, hogy ez ellenallébb, mint az influenzavirusé, mert akar tébb méter
tavolsagba is eljuthat a fert6zott tisszentésével, kohogésével, de akar az
egyszer(i kilégzéssel is tdvozd mikrocseppekben. Eppen ezért a CoV-2 még az
influenzanal is hatékonyabban terjed cseppfert6zés révén.

A
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1. abra. A) A CoV-2 virus RNS-ének régioi. B) A Spike fehérje, illetve a receptorkoto
domén (RBD) krio-elektronmikroszkopos szerkezete.

Hogyan reagal az immunrendszerink?

Mindez a kllonlegesen egyedi és ,ravasz” fert6zési, szaporodasi mechanizmus
okozhatja, hogy a CoV-2 ilyen vilagméretl jarvanyt, pandémiat okozhat. De mi
a helyzet az emberi immunrendszerrel, amely azért a legtdébb virusfertbzés
esetében hatasos védelmet biztosit. A CoV-2 ebben a tekintetben is
kaldnlegesnek mondhato. Eldszor is, mivel ez a virus viszonylag Uj megjelenésd,
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az emberi szervezet még nem taldlkozott vele, és igy nincs kialakult, el6zetes
immunoldgiai memodria vele szemben. Raadasul, éppen a gyors és hatékony
felsokszorozasi mddszere alapjan a CoV-2 nagyrészt képes elkerllni az ember
elsddleges, veleszlletett immunvédelmét.

Az elsddleges, azonnali virusellenes immunvalaszunk féként az interferonokon
(IFN), a komplementrendszer aktivalédasan és a természetes 6l6sejtek (NK
sejtek) akcidjan alapul. Az interferon fehérjék (els6sorban az IFNa és IFNB) a
virussal fert6z0dott sejtekben termelddnek, és a kornyez6 sejtekben ledllitjdk a
fehérjeszintézist, evvel a virus szaporodasat. A virusok hatasara aktivalédé, a
vérben kering6, 6nmagat felsokszorozni képes komplementrendszer fehérjéi
kozvetlenll is pusztithatjak a kdérokozdkat, de egyben opszonizald hatasuak, igy
el6segitik a jar6rozo fagocita sejtek szamdra a virusok bekebelezését,
megemeésztését. A fehérvérsejtek egy kis hanyadat jelentd, de allanddan
Orjaratot végz6 limfocitak, a természetes 616 (NK) sejtek felismerik a virussal
fert6zott sejteket, ekkor kikapcsolédik a sajat sejtek elleni tdmadast lefékez6
receptoruk, és megkezdik a haldokld, virustermeld sejtek elpusztitasat.

Ugy tlinik, hogy a CoV tipusu virusok esetében ezek az azonnali, velesziletett
immunreakcidk gyakran nem elég hatasosan mikddnek, ezért a fo szerep az un.
adaptiv, az adott virus tdmadasara célzottan reagaldé immunvalasznak jut. Ez az
Osszetett, idot (napokat, akar heteket) igényl6 valasz el6segiti a gydgyulast,
ugyanakkor el6idézheti a virusbetegség sulyosbodasat is.

Egy egész immunoldgia tankdnyvet kdnnyen megtolt részletek helyett itt csak
roviden foglalom Ossze ezt a folyamatot. Az adaptiv immunvalasz els6 |1épéseit
az antigénprezentald sejtek (makrofagok, dendritikus sejtek) jelentik, amelyek
jar6rozésik soran a virust megemésztik, fehérjéit feldaraboljdk, majd a
sejtfelszinlikén prezentaljdk az aprora hasitott kis peptideket. Ezt a sejtfelszini
testidegen anyagot felismerik a limfocitak, amelyek egymast is folyamatosan
aktivalva két fontos Uton eredményezik a virusfert6zés leallitasat. Egyrészt
sejtold (citotoxikus) T limfocitak jonnek létre, amelyek a fert6zott sejteket most
mar pontos célzassal kezdik elpusztitani, masrészt az aktivalodd B limfocitadk a
virusfehérjéket megcélzé ellenanyagokat termelnek.

A virusfehérjék ellen termel6do ellenanyagok el6szor IgM tipustak, majd néhany
héten belll kialakulnak a hatékonyabb, tartésabb jelenlétet biztositd IgG tipusu
ellenanyagok. Ezek egy része virus semlegesité (neutralizadld) hatasu, azaz
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megkotddik a virus felszinén és megakadalyozza a virus kétédését a receptorhoz
és a behatoldst a gazdasejtekbe. A termel6d6 ellenanyagok ugyancsak részt
vehetnek a mar emlitett komplementrendszer aktivalodasdban és virusol6
hatasaban. Ilyen mddon az adaptiv immunvalasz a virusfert6zés ledllitasat, a
kérokozok eltavolitasat eredményezi, majd a memoriasejtek kialakuldsaval
hosszutavon is megtartja az adott virus elleni hatékony védekezés lehetOségét.
Mi a gond akkor evvel a vélasszal a CoV-2 virus esetében? Ugy t(inik, hogy a
kialakulé immunvalasz néha tul gyenge vagy tul er6s reakciot ad a fert6zésre,
igy vagy nem tudja a virust hatékonyan elpusztitani, vagy éppen még nagyobb
bajt okoz, mint maga a fert6zés. A gyenge, esetleg megkésé immunvalasz 6
oka valdszinlleg a nem jol mikddo elsddleges, velesziletett immunreakcidk (igy
az interferon termelés) gyengesége, lassisaga, mig a tulzott immunreakcid
pontos oka egyel6ére nem igazan ismert. Ez a tulzott reakcidé az 6l6sejtek altal
kitritett gyulladasos citokinek és interleukinek témeges megjelenését és az azok
altal kivaltott sulyos, altaldanos gyulladasos folyamatot jelenti. Ez a CoV-2
esetében, a virus tamadasi helyének megfeleléen, els6sorban a tidogyulladas
formajaban jelentkezik. A ,citokin vihar”-nak nevezett folyamat soradn az
immunrendszer szinte valamennyi tagja aktivalédik, mintegy megrohamozza a
virusokat tartalmazé szoveteket, lazat, rosszullétet, a tid6ben gyulladasos
vizenyOt (6démat) valt ki, ami a légholyagokban a levegl és a vér kozotti
oxigénatadast megzavarija, sulyos légzési nehézséget, kezelés nélkil fulladast
okozhat. A tobbsz6rds alapbetegségekben szenvedd, idés emberek kiléndsen
érzékenyek erre a gyulladadsos reakciora, ezért szedi az aldozatait elsGsorban
kozillik a CoV-2 virus. Erdekes, statisztikdkkal is aldtdmasztott, bar egyeldre
er0sen vitatott gondolat, hogy azokban az orszagokban (pl. Magyarorszagon is),
ahol a tuberkuldzis elleni védboltas kotelez6, a mar gyakorlottabb
immunrendszer fokozottabb védelmet adhat a CoV-2 virus ellen is. A napokban
megjelent tudomanyos kozlemények arra is utalnak, hogy a korabbi, viszonylag
artalmatlan koronavirus fert6zések is hagyhatnak védekezd emlékezetet az
immunrendszerinkben.

Tesztelés

A virus hatdsainak és a szervezet ellenhatdsainak ismeretében most mar
attekinthetjik, hogy milyen megel6zési vagy gyogyitasi lehetéségek allhatnak
rendelkezésre. A legfontosabb, hogy ehhez pontosan ismerni kell a virusfert6zés
megjelenését és a kialakulé immunvalasz allapotat. Ezért hangoztatta a WHO
elndke a virus elleni klzdelem f0 szabalyaként, hogy ,tesztelni, tesztelni,
tesztelni!”. De hat mit is kell tesztelnink?
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A virus megjelenését, tamadasat leghatékonyabban és legspecifikusabban a
virus RNS kimutatasaval tesztelhetjlik. A léguti sejteket is tartalmazoé orr- vagy
szajnyalkahartya kenet, nyalminta, esetleg székletminta mar lehetdséget ad a
virus nukleinsav érzékeny kimutatasara - ilyen nukleinsav lanc normalisan nem
fordul el6 az emberi szervezetben. A moddszer alapja az 1980-as években
felfedezett és mara mar altaldnos maddszerré valt nukleinsav lanc-sokszorozé
reakcidé (polymerase chain reaction, PCR). A technika alapja a DNS specifikus
szakaszanak tobb lépésbdl all6 felsokszorozasa, Ugy, hogy percek alatt egyetlen
DNS szakaszbdl akar néhany milliard azonos DNS szakasz nyerheto.
Fluoreszcens jelzOmolekuldk révén ez a folyamat megfelel6 mliszerekkel jol
kovethet6, az eredeti DNS szakaszok (templatok), igy a jelenlévd virusok szama
is pontosan meghatarozhatd. A moddszer érzékenységét jol mutatja, hogy akar
egy (!) virus is, de 10 korili virus jelenléte mar biztonsaggal kimutathatd. A
CoV-2 virus esetében a PCR reakciot meg kell el6znie egy visszairas (reverse
transcription, RT) |épésnek, amelyben a virus RNS-t a felsokszorozhaté DNS-é
kell atirni. Kutatasi szinten mar mas érzékeny virus-kimutatasi mddszerek is
megjelentek, de a gyakorlati CoV-2 diagnosztikdban ez az RT-PCR mddszer a
legszélesebb korben alkalmazhaté eljaras.

A masik fO tesztelési lehet6ség a virusfert6zés hatdasara megjelend antitestek
megjelenésének kovetése, az Un. szeroldgiai vizsgadlat. Erre a leggyakrabban
alkalmazott, mennyiségi meghatdrozast is lehetové tévé moddszer az
immunesszé, pl. az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), amely
specifikusan, gyorsan és hatékonyan mutatja ki a vérben jelenlévd antitesteket.
Lényege, hogy a virus immunreakciot kivaltd specifikus fehérjéit egy soklyuku
miianyag talca (plate) lyukaiban megkotik, majd a vérplazma vagy szérum
hozzdadasa utan egy érzékenyité enzimreakcié segiti a kimutatast. A CoV-2
virus terjedése soran koran megjelentek az altaldban kinai vagy dél-koreai
cégektdl szarmazod szeroldgiai gyorstesztek, amelyek papircsikokra felvitt,
jelzOmolekulakkal ellatott virusfehérjék alkalmazasaval a vérben megjelend
virusellenes IgM és IgG tipusu antitestek kimutatdsat igérik. Sajnos ezek
jelentOs része vagy egyaltalan nem mukodik, vagy tul alacsony az érzékeny-
séglk az antitest-szintek kimutatasahoz. Megjegyezhetd, hogy a megjelend
antitestek kimutatdsa sem jelent egyértelm( védettséget, igazolni kellene az
antitestek CoV-2 virus semlegesité (neutralizald) hatasat is, de ehhez kiléndsen
védett, virus-tenyészté laboratériumra van szlikség, ezért rutinszer(ien nem
végezhetd.
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A ,tesztelni” felszolitds tehat arra vonatkozik, hogy a veszélyeztetett egyéneknél
(tobbszorés alapbetegségben szenvedé id6és emberek, egészséglgyi
személyzet, szocialis ellatdk stb.) els6sorban a virus megjelenését kell figyelni,
a virus kimutatdsara alkalmas RT-PCR tesztet alkalmazni. Ezen az alapon
javasolhat6 a karanténba helyezés, elkllonités vagy a fokozott orvosi figyelem,
de egy kezd6d6 tidogyulladas esetén is nagyon fontos elddnteni, hogy azt a
CoV-2 virus okozza, vagy attdl teljesen fliggetlen, példaul bakterialis eredetd.
Ugyanakkor els6sorban a mar vélhet6en fert6zott vagy a fert6zésen atesett
egyéneknél érdemes a szeroldgiai vizsgalatot alkalmazni, annak eldontésére,
hogy kialakult-e a korai (IgM) vagy mar folyamatosan muikodo (IgG)
immunvalasz, rendelkezik-e az illetd védettséget biztositd ellenanyag-szinttel.
Ez is nagyon fontos teszt, hiszen mintegy ,védettségi igazolast” adhat a
fert6zésbdl mar kigyogyult egyének szamara, vagy el6segitheti a kezelésekben
alkalmazhaté ellenanyag dus vérplazma alkalmazasat (lasd alabb).

Megelbzés, gyogyitas

A CoV-2 virusfertdozés gyodgyitasara jelenleg nem rendelkeziink igazan
eredményes modszerekkel, és a megeldzés hatékony eszkdze is csak a
karantén, a szocidlis (valdjaban fizikai) tavolsagtartas vagy a cseppfert6zést
akadalyoz6 személyes védofelszerelés. Természetesen, mind a megeldzésre,
mind a gydgyitasra vonatkozodan oridsi er6kkel indultak el a kutatdsok és
fejlesztések, ezek remélhet6leg hamarosan széles korben alkalmazhatdkka
valnak.

A megel6zés és a gydgyitas leghatékonyabb eszkdze - a virusokkal kapcsolatos
minden elGzetes ismeretlink alapjan - az aktiv védettséget add védéoltas,
vakcina lehet (a név az emberi himl6t meggatlé, tehénhiml6 virust tartalmazé
védooltasbdl szarmazik). Lényege, hogy valamilyen virus-alkotdval, esetleg az
elolt vagy legyengitett virussal hatékony virusellenes immunvalaszt hozzunk
|étre, anélkil, hogy ez a szervezetet karositand. Eredményesen sikeril igy
gyakorlatilag kiirtani a polio vagy a himld virusat, kordaban tartani a valtozatos
gyermekbetegségeket okozd virusokat.

Mi a gond a CoV-2 elleni véddoltassal? El6szor is az, hogy egy hatékony és
biztonsagos vakcina kifejlesztése altaldban évekig tart, részletes allatkisérletes,
majd a human klinikai kiprobalas fazisainak kell megel6znie a hatdsagi
engedélyezést. A Covid-19 jarvany esetében erre nem igazan van id6, hiszen az
egészségligy és a gazdasag egyarant romokban hever mar az eddigi, 2-3
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hénapnyi jarvany utan is. Ezért a legnagyobb gydgyszergyartdk és kutatdhelyek
valtozatos taktikakkal igyekeznek minél gyorsabban eredményre jutni, és a
hatdsagok is nyitottak a gyors engedélyezésre. Itt most nem sorolom fel a CoV-
2 elleni vakcinakészités mar hirként is megjelent valtozatos iranyait, de ezek
kozott az eldlt CoV-2 virusok mellett a biotechnolégia legvaltozatosabb
modszerei jelennek meg. Készilnek olyan betegséget nem okozd virus
hordozdk, amelyek vagy a CoV-2 sejtfelszini fehérjéit fejezik ki, vagy akar a
CoV-2 RNS egyes szakaszait tartalmazzak, és amelyekbdl az emberi sejtekben
egy fert6zni mar nem képes, de immunizaciét kivaltd virusburok alakul ki. Az
immunrendszer célzott aktivalasat talan legegyszerlibben az ACE2 receptort
felismer6 Spike fehérje vagy a receptor-kété domén beaddasaval lehetne elérni,
bar ez nem biztos, hogy elég hatékony mddszer lesz. Az igy kialakuld antitestek
viszont kozvetlenil erre a régidra hatva, varhatéan megakadalyozzak a virus
sejtbe jutasat.

A CoV-2 virust kdzvetlenll semlegesitd antitestek vagy fehérjék alkalmazasa
lehet a leggyorsabb, mégis hatékony védekezés alapja. Ennek maris megkezdett
formaja a Covid-19 betegségen atesettek vérplazmajanak gyljtése, majd
megfelel6 el6kezelés utadn a virusellenes ellenanyagokat magas titerben
tartalmazo plazma beaddsa a sulyos allapotu betegeknek. Ez a passziv
immunizalds (erre példa a tetanuszban alkalmazott, magas antitest-titer(
,l0szérum”) az els6 eredmények szerint azonnali jotékony CoV-2 virusellenes
hatast valt ki. De a modern biotechnolégia mddszereivel in vitro is legyarthatok
olyan antitestek, amelyek pl. a betegségen atesett emberek limfocitdinak
felszaporitasaval és kivalogatasaval termelhet6k és eredményes virusellenes
hatast gyakorolnak. A humanizalt monoklonalis CoV-2 neutralizalé ellenanyagok
jelentOs fegyvert eredményezhetnek a virusfert6zés legy6zéséhez. Valamennyi
antitest-alapu kezelésnél komoly veszélyt jelent viszont az Un. antitest-figg6
fokozott immunreakcié (antibody-dependent enhancement, ADE), amely a virus
elleni védelem helyett - eddig nem pontosan ismert mechanizmussal - éppen
sulyos citokin vihart, altalanos gyulladdsos reakciot eredményez. Ennek
elkerilése igen fontos szempont egy ilyen kezelés fejlesztése és engedélyezése
soran.

Taldan a CoV-2 virus ellen alkalmazhaté lehetséges gydgyszerek tekintetében a
legnagyobb a zlirzavar, a félrebeszélés, de nagyon intenziv a szakmai munka is.
Hatékony virusellenes gydgyszerekkel egyel6re alig rendelkezlink, altaldban
kombinalt kezelések tudnak csak legaldbb részleges, a betegeket életben tartd
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eredményt elérni (Idsd a HIV virust). Egyes antibiotikumok vagy malaria elleni
gyogyszerek (pl. a klorokin vagy a hidroxiklorokin) rendelkeznek mérsékelt
virusellenes hatdssal is, de a szliikséges magas doézis és a gyakran sulyos
mellékhatasok miatt ezek klinikai alkalmazadsa csak kétségbeesett
probalkozasnak latszik. Szamos klinikai kisérlet folyik mas betegségben mar
valamennyire hatékony virusellenes szerekkel, bar egyel6re atiité eredmények
nélkil. Izgalmas Uj hir a Remdesivir nevl (eredetileg az Ebola virus ellen
fejlesztett, ott hatdstalannak talalt) gyogyszer pozitiv klinikai hatasa. Ez a
molekula célzottan a virus RNS sokszorozé enzimét gatolja, igy megaka-
dalyozhatja a virus gyors szaporodasat. Erdekes adalék, hogy a Remdesivir
felolddasdhoz és beaddasahoz szikséges ciklodextrin szarmazék egy magyar
taldlmany alapjan Magyarorszagon készil, és maris tonnaszam kerul felhasz-
nalasra a klinikai kiprobalasoknal. Természetesen, a CoV-2 ellenes kismolekulaju
vagy fehérjealapu (j gyodgyszerek fejlesztése hatalmas lendilettel folyik az
egész vildgon - bizton remélhetjik, hogy ezek kozott lesz olyan, amely haté-
konyan gyogyitja ezt a betegséget. Ugyanakkor az Uj gydgyszerek kiprébalasa
és bevezetése még a vakcindknal is lassubb és bonyolultabb folyamat, igy gyors
eredményre ezen a téren sem szamithatunk.

A jarvany és kezelése

Az elmondottak segithetnek annak megértésében, hogy a CoV-2 miért is
okozhatott vildgjarvanyt, s hogy a virus és az emberi szervezet harcaban mit is
tehetlink a jarvany megakadalyozdasa, a sulyos kovetkezmények cstkkentése
érdekében. A jarvany pontos kovetése, a lehetéségek matematikai modellezése
sokat segithet ebben a megértésben és a teendOk kialakitdsaban is. A virus
természetébdl fakad, hogy a testnedvek cseppjeiben vagy a fert6zott felileteken
tulél, és a szdjba, szembe vagy egyéb nydlkahartyara kerllve fert6z6képes
marad. Kénnyen terjed, viszont érzékeny az alkohol vagy a detergensek hata-
sara (ez utdébbiak természetesen mérgezok, igy semmiképpen nem szabad
meginni!), mar 60-70 fokon elpusztul (igy pl. az Gjsagok egy 70 fokos slitében
néhany perc alatt virusmentesithet6k), és az UV sugarzas (igy a szabadban a
napsités) is rovid id6 alatt megoéli a virust. Semmelweis nyoman pedig, tessék
mindig alaposan, szappannal kezet mosni!

Jelenleg a jarvanyban a kulcsfeladat a célzott, de széleskor( kétiranyu tesztelés
(virus és antitest kimutatds), a személyes védofelszerelések hasznalata, a
személyes tavolsagtartas, a megfeleld, szintén célzott karantén intézkedések
kialakitasa, valamint a virusfert6zottek gondos klinikai kezelése és ellatasa. A
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klinikai |élegeztet6gépek hatalmas szama terén elhangzé politikusi nyilatkozatok
a gyakorlatban alig értelmezhet6k. El6szor is, az ilyen beavatkozashoz megfelel6
géppark és rutinos egészségligyi személyzet sziikséges, hiszen a betegnek alta-
tasban kell a légcsbvébe vezetni a lélegeztetdgéppel 6sszekapcsold csovet
(tubust), majd hosszasan kell apolni a tartésan szinte mozdulatlanul fekvd
beteget. Masrészt Ggy tlinik, hogy kiegészité oxigén addasa a tiddgyulladasban
szenved6 Covid-19 betegeknek taldan hatékonyabb és veszélytelenebb, mint a
tulnyomassal mikodo gépi lélegeztetés.

A Covid-19 betegség gydgyszeres kezelésénél fontos felismerés, hogy azt a
lehet6 legkorabban kell elkezdeni a fert6zés, illetve a tiinetek megjelenése utan,
mert a legtdébb virusellenes szer csak ilyenkor képes érdemben hatni.
Ugyanakkor, a késobb jelentkez6 citokin vihar egészen mas, az immunrendszer
felporgetett reakcidjat csendesitd, ledllité kezelést igényel. Bar ez a virus
Ujraéledésének veszélyével jarhat, ilyen téren is szamos klinikai prébalkozas
indult mar el.

Az igazi, tartds megoldas a jarvannyal szemben a véd6hatasu vakcina és/vagy
a hatékony CoV-2 ellenes gydgyszerek megjelenése lesz. Csak remélhetjik,
hogy a jarvanyban intézkedd vezetd politikusok figyelnek a szakmai érvekre,
kapkodd intézkedések helyett ellatjak a kozvéleményt és a kutatdkat is minél
pontosabb epidemioldgiai informacidkkal, s a stratégia kialakitasakor figyelembe
veszik a virus tulajdonsagait és az emberek adottsagait egyarant.

A jarvanyhoz kapcsolodd kutatasi-fejlesztési projektiink

Intézetlinkben, a volt MTA, most ELKH TTK-ban m(ik6do kis kutatécsoportom a
termelésén és tisztitdsan dolgozik. Amerikai partnerkutatéktél megkaptuk és
ellendriztik a szlkséges kiinduldsi reagenseket. Elinditottuk a fehérjetermelést
tenyésztett emberi, aranyhdrcség- és rovarsejtekben, készitjik az Ujabb
molekularis bioldgiai reagenseket stabil és nagy mennyiségl fehérjekinyerés
érdekében. Egylttmikodve az ELTE-TTK Immunoldgia és Biokémia Tanszékével,
elkezdtik eldallitani, tisztitani és jellemezni a virusfehérjét, elinditjuk egy
hatékony és érzékeny, mennyiségi meghatarozasra is alkalmas szeroldgiai,
antitest-tesztel6 rendszer elkészitését. A tisztitott fehérje felhasznalasaval,
klinikusokkal karoltve, megprébalunk tovabbi tesztrendszereket kialakitani és a
vakcinafejlesztésbe is bekapcsolddni. Az ugyan nem realis, hogy a most kialakult
hatalmas nemzetk6zi CoV-2 kutatdsi versenybe magas szinten bekapcsoldd-
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hassunk, de reményeink szerint a |étrehozott anyagok és mddszerek jelentésen
tamogathatjak elsGsorban a hazai diagnosztikat és gydgyszerfejlesztést.

A jarvanyrodl az utébbi két hdnapban tobb mint 7.000 szakcikk jelent meg, ezek
megfelel6 hivatkozasa nem fér bele most ebbe az irasba.

Sarkadi Balazs orvos, bioldgus, az MTA rendes tagja. Tobb évet toltétt
posztdoktorként, majd kutatéként az USA és Kanada vezetd egyetemein és
kutatdintézeteiben. Jelenleg a Természettudomanyi Kutatékézpont emeritusz
professzora, a Semmelweis Egyetem kutatoprofesszora. Szamos nemzetkézi
tudomanyos tarsasagnak tagja, a FEBS volt elnéke, az Academia Europeae
tagja. Kutatdsi terilete elsGsorban a bioldgiai membrénok szerkezete és
mukdodése, kiemelten az ABC tipusu transzporterek szerepének vizsgalata a
daganatokban az bssejtekben és a gyodgyszer-metabolizmusban. Tobb mint
250 kézleménye jelent meg nemzetkézi folydiratokban, amelyekre mintegy
15.500 hivatkozas érkezett (h-indexe 66). Témavezetésével végzett PhD
hallgatéinak szama 21, szamos nemzetkézi oltalommal védett szabadalma
kerult gyakorlati alkalmazasra is.
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FEJEZETEK A 2019-NCOV/SARS-COV-2/COVID-19 VIRUS
SZERKEZETI BIOLOGIAJABOL?

_ . Gaspari Zoltan
Pazmany Péter Katolikus Egyetem
Informacidés Technoldgiai és Bionikai Kar

Osszefoglalds

Fehérjekutatoként nagy érdekldédéssel kovetem az Uj koronavirussal kapcsolatos
szerkezeti biolégiai fejleményeket, melyek egészen elképeszté iramban
torténnek a virus kutatasanak minden aspektusaban. Az irds mar csak emiatt
sem torekedhet a teljességre, hanem a talan leginkabb reflektorfényben allé
harom fehérje révid bemutatasara szoritkozik.

Egy néhany hdnapos kutatasi teriilet

2020 elején, a Covid-19 jarvany kitorésekor szamos kutatd valtott hirtelen
kutatasi témat az Uj koronavirus egyes jellegzetességeire fokuszalva. Nem
tortént ez masként a szerkezeti bioldgusok korében sem. Kiilonésen a korabban
a virus kozeli ismert rokonaival, mint a SARS-CoV vagy a MERS-CoV koér-
okozdkkal foglalkozd szerkezetkutatok fordultak az Uj virus vizsgalata felé. A
Nature folydirat majus 21-én megjelent szdamaban megjelent kommentar [1]
érzékletes mddon irja le a terilleten dolgozé néhany tudds személyes torténetét
az elmult hénapokbdl, hogyan forditottak erdforrasaikat gyakorlatilag egyik
naprél a masikra az Uj virus fehérjeszerkezeteinek kutatasara.

A SARS-CoV-2 szerkezeteinek vizsgalatakor kulcsfontossaglnak bizonyultak a
korabbi hasonlé virusok fehérjéirdl megismert informaciok. Mind a konstrukcidk
eldallitdsa, mint a szerkezetmeghatarozashoz hasznalt koértilmények kapcsan
felhalmozott korabbi tudas elengedhetetlen volt ahhoz, hogy szinte hihetetlen
sebességgel sikerilt szamos térszerkezet megolddsa. A PDB adatbazis
(rcsb.org) kilén aloldalt szentel a koronavirusnak, és e sorok irasakor, 2020.
majus 27-én mar 214(!) szerkezetet tartalmaz egy olyan organizmusbdl,
melynek |étezésérdlalig tobb mint fél éve hallottunk el0szor. A 214 szerkezet
természetesen nem ennyi kiilonboz6 fehérjét jelent, hanem egyes fehérjék tébb
kutatocsoport altal és/vagy eltér6 korlilmények kozott, sokszor szamos
kdlénbdz6 ligandummal komplexben |év6 szerkezetének felel meg. A szerke-
zetek kozill 196-ot rontgendiffrakcioval, 17-et krio-elektronmikroszképiaval és

Jelen attekintés a 2020. majus 21-én megtartott online Szint+ konferencian elhangzott el6adas
révid ésszegzése.
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egyet NMR-spektroszkopiaval hataroztak meg. A krio-elektronmikroszképiat jel-
lemz6en a nagyobb méretli komplexek, mint a tliskefehérje (S) és az RNS-
dependens RNS-polimerdz meghatarozasara hasznaljak.

B IR - E0E

f s Szubgenomi
l transzlacio MRNS-ek
ppla transzkripcidja
pplab
1 proteolizis
l transzlacio
nem-szerkezeti fehérjék: . s
nspl-16 szerkezeti fehérjek: S, E, M, N

//
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1. abra. A koronavirusok genomjanak és szaporodasanak egyszeriisitett vazlata. A

genomi RNS elsé szakasza azonnal leforditédik, a frameshift megtértentétdl fiiggbéen a ppla és

pplab poliproteinekre. Ezek feldarabolkédnak az un. nem-szerkezeti fehérjékre. Az ide tartozo

proteaz részt vesz dnmaga és a tobbi fehérje kivagasaban, az RNS-polimeraz komplex pedig a

teljes genomi RNS és a szubgenomikus mRNS-ek képzbdéséért felel6s. Utobbiakrdl forditédnak

Le ? izerkeget/ fehérjék, melyek a genomi RNS-sel egyiitt részt vesznek az Uj virusrészecskék
ialakitasaban

A koronavirusok fébb jellemzdi

A koronavirusok Un. pozitiv-szald RNS-virusok, meglep6éen nagy, mintegy
30.000 nukleotid hosszisagu genommal rendelkeznek, a legnagyobbal az ismert
RNS-virusok kozott: genomjuk a HIV virusénak tébb mint haromszorosa, az
influenzavirusénak tébb mint kétszerese [2]. A virus sejtbe jutdsakor a pozitiv
szalid RNS els6 szakasza leforditédik, és a ppla, illetve a hosszabb ppilab
poliprotein keletkezik, melyek aztan proteolitikus hasitasok altal darabolédnak
fel az an. nem-szerkezeti fehérjékre (non-structural proteins). A ppla poli-
peptidet kodold6 ORFla végén, a STOP kodon el6tti ,csuszés” (slippery)
UUUAAAC heptamer szekvencianal bizonyos (in vitro ~30%-0s) valdszinliséggel
frameshift torténik a transzlacid soran, ez vezet az ORF1b folytatdélagos
leforditdsahoz és a hosszabb pplab poliprotein keletkezéséhez. A ppla az un.
~immediate early”, a pplab pedig ezeken felll az ,early” fehérjéket tartalmazza
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[3]. A genom nagyjabdl utolsd harmadanak megfeleld szakaszardl szamos
révidebb, an. szubgenomikus mRNS masolddik le egy e helyltt nem részletezett
komplex mechanizmus révén [4], és ezekrdl forditddnak le a szerkezeti fehérjék
(structural proteins), melyek a genomi RNS-sel és az endoplazmas reticulum-
Golgi koéztes kompartmentumbdl (ERGIC) szarmazé lipid membrannal egyitt a
virusrészecsék felépitésében vesznek részt (1. dbra). A tovabbiakban az Uj virus
harom talan legintenzivebben kutatott fehérjéjét mutatom be roviden, a Spike
(,tiske”) szerkezeti fehérje mellett a f0 protedz és az RNS-dependens RNS-
polimerdz egyes szerkezeti vonasait targyalom.

2. abra. A tiiskefehérje (Spike protein, S) szerkezete és miikodése. A) A prefuzids és a
posztfuzids allapot. A receptorkétés soran a homotrimer fehérje S1 alegysége tavozik, az S2
alegység pedig egy nagyléptékii szerkezeti atalakuldson megy keresztil, ami utan képes a
membranok fuzidjat elosegiteni. PDB kddok: 3JCL (prefuzids allapot) és 6B30 (posztfuzids
allapot).B) A SARS-CoV-2 spike szerkezete, melyben az egyik protomer S1 receptorkétd
doménje (RBD) ,up” konformaciéban van. PDB kéd: 6VSB. C) A SARS-CoV-2 spike RBD:ACE2
interfész szerkezete. A kiemelés olyan hidrogénhidkétéseket mutat, melyeket a SARS-CoV
megfelel6 komplexében nem észleltek. A ,hattérben” az RBD Arg402 aminosava és az ACE2
Asn90 aminosavan 1évé glikan kélcsénatasa latszik. PDB kod: 6VW1. A térszerkezeti abrak az

UCSF Chimera programmal késziiltek.
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A Spike fehérje szerkezete és mikoédése

A Spike vagy ,tiuske” fehérje a virus lipid membranrétegében taldlhatd, sajatos
alaku fehérje, a koronavirusok ezen fehérjék virusrészecskén vald jellegzetes
megjelenésikrél kaptak a neviket. Szereplik a megtamadott sejteken vald
receptorfehérje felismerése, majd azutdn a virus és a sejt membranja
Osszeolvadasanak el6segitése. A homotrimer tiskefehérje mintegy 1300 amino-
sav hosszu alegységekbdl all, melyek legnagyobb része a virus membranjabdl
JKifelé” mutat, csupan egy pici C-terminalis szakasz néz a virion belseje felé. A
fehérje két ismert proteolitikus hasitéhelyet tartalmaz, melyek koézil az un.
S1/S2 hataron |évo az, amely mentén a fehérje érése soran annak S1 és S2
alegységekre hasad ketté. Az S1 alegység kot a sejtfelszini receptorhoz, mely a
SARS-CoV-2 esetében az ACE2 (angiotenzin konvertadlé enzim 2) fehérije,
csakugy, mint a SARS-CoV virusnal. A receptorkotés feltétele, hogy az Si1
alegység receptorkété doménje (RBD) Un. ,up” helyzetben legyen. Erdekesség,
hogy a nagy virulenciat mutaté SARS és MERS kdérokozdk, valamint az (j virus
esetén a homotrimer szerkezet egyik alegységében ez a domén apo allapotban
is nagy valdszinliséggel ,up” helyzetben van, mig a csak enyhe nathat okozé
rokon virusok esetében ez nem jellemzd, csak a receptorral komplexben
észlelhetd ez a téralkat [5-7]. A receptorkotés utan az S1 és az S2 alegységek
disszocidlnak, melynek természetesen feltétele az S1/S2 helyen torténd
proteolitikus hasitds. Az Uj virus egyik fontos jellemzG6je, hogy kézeli rokonaitdl
eltéréen ezen a helyen egy 4 aminosavas betoldast tartalmaz, mely altal egy
argininban gazdag un. polibazikus hely jon létre, mely a furin nevli emberi enzim
felismerGhelye [8]. A furin sejteken belll és kivil is jelen van, és a tliskefehérje
érése és transzportja soran szamos alkalommal képes lehet azzal érintkezésbe
keriilni. Igy a feltételezések szerint az Uj virus esetében a hasitds és ezaltal a
virusrészecsék fuziot eredményezd receptorkotésének valdszinlsége igen nagy.
Erdekes, hogy szadmos egyéb, nem feltétlentl kozeli rokon, de analdg
mechanizmust hasznald, nagy virulencidju virus - EBV, egyes influenza térzsek
stb. - esetében is kimutathaté a furin hasitéhely megjelenése [9]. Mindazonaltal
igaz az is, hogy a SARS-CoV-2 esetében kisérleti adatok utalnak a TMPRSS
membrankotott szerin-protedz enzim szerepére a tlskefehérje hasitdsaban
[10].

Az S1 alegység ,tavozasa” utdn az S2 egy igen jelentds — az ezt leird kdozlemény
szavaival élve: tektonikus - konformacidvaltozason megy at. A szerkezetvalto-
zast talan egy - pontosabban harom - bicska kinyilasaval lehet legjobban szem-
|éltetni. Az eddig a kozponti hélix mellé ,hajtogatott” HR1 régid mintegy
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~Kiegyenesedik”, és a kozponti hélixszel folytonos, hosszu hélixet alkotnak,
melyek mellé a C-terminadlis régidobdl szarmazo plusz révid hélix is kerll. Ez az
elrendez6dés az, amely a jelenlegi modellek szerint el6segiti a virdlis és a

-7 s

a4

fel. A SARS-CoV-2 egyedi jellegzetességei nem itt, hanem a receptorkotésben
és a glikozilaciéos mintazatban érhet6k tetten. Mint azt egészen koran kimutat-
tak, a SARS-CoV-2 a SARS-CoV-hoz hasonldéan az ACE2 receptorral kapcsolédva
jut be a sejtbe. A szekvencidk dsszevetésébdl nyilvanvald, hogy a SARS-CoV-2
ACE2-kot6 régidja tobb aminosavcserét tartalmaz a SARS-CoV megfeleld
a SARS-CoV-nal mintegy tizszer er6sebben képes kotni az ACE2-t [6]. Ennek
szerkezeti okait a receptorkété domén és az ACE2 altal alkotott komplexek
vizsgalataval lehet feltarni, melyhez nagy segitséget jelentett a két virusfehérje
kozeli rokonsaga. Az elsd szerkezeteket kiméra fehérje hasznalataval hataroztak
meg, ahol a SARS-CoV konstrukcid ACE2-kotd, a komplexben eltemetett részeit
kicserélték az Uj virus megfelel6 szakaszara, és igy a kapott komplex a SARS-
CoV fehérje komplexével megegyez6 kortilmények kozott volt kristalyosithatd.
A komplex szerkezete alapjan egyértelmien azonosithaték azok a hidrogénhid-
kotések, melyek a SARS-CoV-2 esetében jonnek csak létre a két fehérje kozott.
A glikanok receptorfelismerésben jatszott szerepére példa az ACE2 Asn90
aminosavara keril6 glikozid, mely a tliskefehérjék konzervalt Arg408 amino-
savaval hoz létre hidrogénkotést mindkét emlitett virus esetében [12].

3. abra. A koronavirus fé proteazanak szerkezete. A) A SARS-CoV-2 MP° dimer szerkezete
az alegységek Cys-His katalitikus diadjanak kiemelésével. PDB kod: 6Y2E. B) A SARS-CoV-2
proteaz és a vonatkozoé kézleményben [14] N3 néven emlitett inhibitor kovalens komplexe. PDB
kdéd: 6LU7. A térszerkezeti abrak az UCSF Chimera programmal késziiltek.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
20



Gaspari Zoltan

Az Uj virus tlskefehérjének glikozilaciés mintazatat is vizsgaltdk, a 22 N-
glikozilacids helybdl 16 azonosithatd a krio-EM szerkezetekben, és 6sszesen 20
k6zbs a SARS-CoV tlskefehérjéjével [7] (2. dbra).

A virus f6 proteaza

A f6 protedz (main protease, MP°, mas néven 3C-like protease, 3CLP™) 11 helyen
képes a pplab poliproteint hasitani, sét, képes sajat magat is kivagni a
van. A 3CLP° egy homodimer cisztein-protedz, melynek katalitikus doménje a
tripszinszerl szerinproteazok csalddjaba tartozik, aktiv helyén Cys-His kata-
litikus diaddal. A dimerizacid a katalitikus aktivitas feltétele, az S1 szubsztrat-
kot6hely csak a dimerben nyeri el a sziikséges szerkezetét. Az enzim(csalad)
nem rendelkezik ismert emberi homoldggal, igy antiviralis szerek specifikus
célpontja lehet. Az MP° a szubsztrat P1 helyén GIn aminosavra specifikus,
jellemz6 hasitéhelyei LQ[SAG] szekvencidk. Az ellene fejlesztett inhibitorok
jelentOs része un. ,6ngyilkos”, a katalitikus ciszteinnel kovalens kotést |étesito
portjat egy azzal analdg laktam gydr( helyettesiti [14, 15] (3. abra). A SARS-
CoV-2 fehérjéinek PDB-ben majus 27-én elérhetdé 214 szerkezetébdl mintegy
140-et tesznek ki a f6 protedz és annak kiilénb6z6 inhibitorokkal meghatarozott
komplexei. Természetesen az inhibitorok tervezéséhez jé kiindulasi alapot adnak
a SARS-CoV f3 protedza ellen mar vizsgalt vegylletek. Erdekesség, hogy a
SARS-CoV enzim esetében a dimerizaciés interfészben 1évé Thr285 aminosav
alaninra torténé mutaciéja a monomerek egymashoz kozelebb kerlilését és a
katalitikus aktivitas (k_/k,) tébb mint haromszoros névekedését eredményezi,
ugyanakkor az ebben a pozicidban alanint tartalmazé SARS-CoV-2 enzim csak
minimalisan, a mérési hibahataron belll aktivabb a SARS-CoV proteaznal
nagyobb aktivitast, és a két proteaz dimer disszociacios allanddja is megegyezik
[15].

Az RNS-dependens RNS-polimeraz és a replikacio

A koronavirusok RNS-genomja kozvetlenil mikoédik mRNS-ként, tovabbi mRNS-
ek templatjaként és masolddik le teljes hosszaban az Uj virusrészecskékbe vald
csomagolodashoz. Mig a transzlaciéhoz a virus a sejt riboszémait hasznélja, a
masik két folyamatot a sajat maga altal kddolt RNS-dependens RNS-polimeraz,
pontosabban az ezt tartalmazd replikdz-transzkriptaz komplex végzi. Maga a
polimeraz az nsp12 (non-structural protein 12) fehérje, de a minimalisan aktiv
enzim az ennek nsp7 és nsp8 fehérjékkel alkotott komplexe. Maga az nsp12 egy
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uan. ,jobbkezes” RdRp (RNA-dependent RNA-polymerase) domént es egy N-
terminalis, a nidovirusok csoportjara jellemzd, nukelotidiltranszferaz aktivitassal
rendelkez6 - de nem teljesen tisztazott szerepl - NiRAN domént tartalmaz,
melyeket egy 115 aminosav hosszu ,interfész domén” kot 6ssze.

4. abra. Az RNS-dependens RNS-polimeraz komplex szerkezete. A) A SARS-CoV-2 virus
aktiv komplexének szerkezete. A komplex egy nsp12, egy nsp7 és két nsp8 molekulat tartalmaz,
melyek koziil az nsp7 és az egyik nsp8 egymassal is kapcsolatban van. PDB kéd: 6M71. B) A
polimeraz komplex kétszalu (templat + szintetizalodé szal) RNS-t és a remdesivir nevi inhibitort
is tartalmazoé komplexe. PDB kod: 7BV2. C) a remdesivir a polimeraz aktiv helyén, az épiil6 RNS-
ldnchoz utolsé nukleotidjaként kovalensen kétve. A térszerkezeti abréak az UCSF Chimera
programmal készliltek.

Erdekes mddon a SARS-CoV-2 polimerdz komplex jobb felolddst szerkezetet
eredményezett, mint a SARS-CoV megfelel6 komplexe, el6bbiben a NiRAN
domén korabban nem latott szerkezeti részletei is megfigyelhetdk, ezen belll
egy olyan hajtlszerkezettel, mely az RdRp ,Palm” doménjével a mar ismerteknél
tovabbi stabilizald kolcsdnhatast biztosit [16]. A SARS-CoV polimerazban két,
korabban nem megjosolt, de konzervalt aminosavak altal alkotott cinkion-koto
helyet sikertlt azonositani [17]. A szerkezet legfontosabb aspektusa a polimeraz
BIOKEMIA
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szubsztratkoté helye, mely nukleotid analdég antiviralis szerek tervezése
szempontjabdl Iényeges. A remdesivir nevl nukleotid analdg virusellenes szerrel
valé komplex szerkezete, mely a templadt szdlat és az RNS primert is
tartalmazza, szintén rendelkezésre all [18].

A koronavirusok nagy genomja pontos replikacios mechanizmust igényel, ami
els6 hallasra meglep6 lehet egy olyan organizmus esetében, amelynél a gyors
evoluciés adaptacié kifejezett elonyt jelenthet. A valasz abban rejlik, hogy a
koronavirusok hatékonyan rekombindlédnak, egy sejten belll két kilénb6zo
virus is képes lehet erre, ilyen folyamatok szerepet jatszhattak a SARS-CoV-2
|étrejottében is [19]. Erdekes moédon az RNS-polimerzacié proofreading
mechanizmuséaért felelds nspl4 exonukledz egyidejlleg a rekombinacidért is
felelds lehet. Ugyanakkor maga az RNS-polimeraz is egy viszonylag nagy
masolasi pontossagot mutatd enzim. A beépitend6 szubsztrat nukelotid 2’ és 3’
hidroxilcsoportjai az  enzim konzervalt  aminosavaival |étesitenek
hidrogénkotéseket. Az egyes antiviralis szerek hatasanak kikiszobdlésére
|étrejott, rokon virusokban ismert mutacidok pontos helyének és szerkezetre
gyakorolt hatdsanak megismerése fontos eleme az (j virus ellen hatékony
szerek kifejlesztésének.

Hogyan tovabb?

A SARS-CoV-2 virus fehérjéi kozul természetesen még tovabbiak szerkezete is
ismert, mint a mar emlitett exonukledz, vagy az nspl5 uridilat-specifikus
endoribonukledz, illetve a nukleokapszid fehérje stb. Nem ismert azonban az
0sszes szerkezet és az 6sszes fontos molekuldris mechanizmus sem, ide tartozik
pl. egyebek mellett a koronavirusok uUn. capping folyamata. A virus altal
szintetizdlt mMRNS-ek renedlelkeznek a celluldris mMRNS-ekre jellemzd 5’
guanozin ,sapka” strukturaval, ami a hatékony transzlaciéhoz és az antiviralis
mechanizmusok kikertiléséhez is szikséges. Mivel a virus RNS-ek a
citoplazmaban keletkeznek, a sejtmagi capping enzimekkel nem taldlkoznak, igy
a virus nagyrészt sajat fehérjéivel végzi el ezt a folyamatot. Ennek egyik
|épésérdl jelenleg még nem ismert, hogy melyik virdlis vagy esetleg
gazdasejtbeli fehérje lehet felelés érte [20]. Természetesen a hasonlé
folyamatok jobb megismerése (jabb terapias tdmadaspontok azonositdsahoz
vezethet.

Végezetll a szerkezetekhez visszakanyarodva megemlithetd, hogy a korona-
virus genom ismeretében a szerkezetpredikcidval foglalkozé kutatdcsoportok is
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aktivan foglalkoznak a virusfehérjékkel. Az I-TASSER eljarast fejlesztd Yang
Zhang csoportjanak honlapjan (https://zhanglab.ccmb.med. umich.edu/COVID-
19/) pl. teljes ,galéria” talalhaté a legujabb, mélytanuldsos eljarasokat is
integrald mddszerikkel becsult virusfehérje szerkezetekrol.

Az Uj koronavirus kutatdsara 6sszpontositott hatalmas eréfeszitések révén
varhatéan mar a kozeljovében szamos tovabbi kérdésre valaszt kapunk, nem kis
részben a fehérjeszerkezetkutatoknak készonhetben.
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Jelen/eg elsésorban a szmapt/kus Je/atwtelben résztvevé egyes fehérjék
miikédésének kisérletes jellemzésével és modellezésével foglalkozik.
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A 3CL PROTEAZ SZEREPE A KORONAVIRUS FERTOZESBEN

Szilagyi Laszlo
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék

Osszefoglalds

A koronavirus életciklusanak a fert0zés szempontjabdl legkritikusabb Iépéseiben
- a sejtbe térténd bejutasban, valamint a poliprotein feldarabolasaban - déonto
szerepet jatszanak fehérje bontd enzimek, proteazok. Ebbdl kévetkezik, hogy a
proteazok kiemelt jelent8ségli célpontok a virusellenes gydgyszerek kifejleszté-
se soran. A poliprotein feldarabolasaban kiemelked6 szerepe van a 3CL proteaz-
nak.

Bevezetés

A koronavirusok genomja pozitiv egyszaliu RNS. Ebbe a csoportba tartozik a
WHO altal COVID-19 pandémianak nevezett vilagjarvanyt okozé SARS-CoV-2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) is. 2002 o6ta két, allatrol
emberre terjed6, human patogén koronavirust azonositottak: SARS-CoV (2002)
és MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome coronavirus, 2012). Mindkét
megel6z6 jarvanyt szerencsére gyorsan lokalizaltak; a SARS-CoV 2002 és 2003
kozott 8.098 embert fert6zott meg és 774 haldlesetet okozott a vilagon
(haldlozasi rata: 9,6%). A MERS-CoV virust 2012-ben, Szaud-Arabidban
azonositottak (>2000 megbetegedés, becsilt haldlozasi rata 35%)[1]. A
fentieken kivil négy human koronavirus ismert (HCoV-229E, HCoV-HKU1,
HCoV-NL63 és HCoV-0C43), melyek szintén léguti megbetegedéseket okoznak

[2].

A SARS-CoV-2 genomja az RNS virusok kozott a legnagyobbak kozé tartozik
(~29.700 bp). Rendelkezik az eukariéta mRNS-ek jellegzetes tulajdonsagaival,
az 5’ sapkaval és a 3’ poliA farokkal. A genomindlis RNS egy virusfehérjével
komplexben helikalis formaban helyezkedik el az atlagosan 120 nm atmérdjd
burokban, ami a gazdaseijttdl ,kdlcsonzott” foszfolipid membranbdl és az abban
elhelyezkedd virus fehérjékbdl all (1.B abra). A pozitiv szali RNS-ek a sejtbe
jutva kozvetlenldl mRNS-ként funkcionalnak, és a gazdasejt fehérje szintetizald
mechanizmusat felhasznalva biztositjdk a virus szamara szikséges fehérjék
termelését. Az eukariéta transzlacid6 mechanizmusabdl kdvetkezik, hogy egy
MRNS csak egyféle fehérje szintézisének iranyitdsara képes, a virusoknak
viszont tébb mint egy kilonféle fehérjére van szikségik reprodukciojuk
biztositdsara. Az ellentmondas feloldasanak egyik gyakran alkalmazott mddja
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az, hogy a szikséges fehérjék kdédold szekvencidit egyetlen folyamatos nyitott
leolvasasi keret formajaban tartalmazza az RNS genom. Ennek leforditdsa soran
un. poliprotein keletkezik, melynek feldaraboldsat magdban a poliproteinben
talalhatd két protedz végzi el [3]. A SARS-CoV-2 esetében két poliprotein
keletkezik, a ppla, ami az nspl-nspl1 fehérjéket foglalja magaban, és a pplab
(nspl-nsp16) (1.A abra)
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1. abra. A SARS-CoV-2 genom és a virus szerkezete. A) Az 5’ helyzetl orfla 4382
aminosavat kddol (ppla), mig az orfla 3’ végéhez kézel bekbvetkez6 -1 riboszomalis leolvasasi
keret eltolédas révén szintetizalddé pplab 7096 aminosavbdl all. B) A SARS-CoV-2 virus
keresztmetszeti sémdja. C) A strukturalis és jarulékos fehérjéket kédold un. szub-genominalis
RN.Z ek elh)elyezkedese Az sgRNS-ek a negativ szal szintézise soran keletkeznek ([4] szerint,
mddositva

A proteolitikus processzalas eredményeként 16 nem-strukturalis fehérje (nsp)
keletkezik, a mar emlitett két protedz, az RNS replikaciéjat végzé RNS
dependens RNS polimerdz (RdRp), és a replikacio, valamint a fert6z0 képesség
szempontjabdl fontos enzimek és fehérjék. A tovabbi, strukturalis virusfehérjék
szintézisét az RdRp kilonleges képessége teszi lehetdvé, az RNS genom
replikacidja soran kilonb6z6 hosszisdgu uUn. szub-genominadlis RNS-eket
szintetizal. Ezek egy-egy féle fehérje képzOdését biztositjak. A legfontosabb
ezek kozil az S (Spike) glikoprotein, ami a gazdasejt felszinén taladlhaté

receptorhoz képes kapcsoldédni (1.C abra).

A poliproteinek processzalasa

A koronavirusok csaladjaban a poliproteinek proteolizisét 2 protedz végzi; az

nsp3, mas néven papain-szer(i protedz (PLP®) és az nsp5 3C-szer(i protedz

(3CLP, mas néven MpP©), A PL protedz a poliproteint 3 helyen, az nspl, nsp2 és

nsp3, vagyis sajat C-terminalisan hasitja. A tovabbi 11 hasitast a 3CL proteaz
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végzi. Mindkét enzim cisztein proteaz, katalitikus centrumuk a papainra jellemz6
His-Cys diad, a protedz domén feltekeredése viszont a kimotripszin csaladéra
hasonlit. A tovabbiakban csak a 3CL proteazok ismertetésére tériink ki.

Papain-like proteinase (NSP3) 3C-like proteinase (NSP5) NSP7 RNA-directed
p= RNA polymerase

3CL-PRO NSP7 NSP3

NSPG NSPE  NSP10

5 i Helicase

LAY ‘

NG T e e
W e
e

NSP1

Guanine-N7 methyltransferase 2-0-methylteansferase

2. abra. A SARS-CoV-2 altal kédolt pplab feldarabolasa révén keletkez6 fehérjék
annotdacidja és 3D modellje. (Forras: https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COVID-19/).

A 3CLP™ térszerkezete

A pikornavirusok korében altalanosan el6fordul egy kimotripszin-szeri
feltekeredéssel rendelkezd cisztein protedz, melyet 3C-nek neveztek. A
koronavirusokban ez a protedaz (3CLP°) egy C-terminalis helikdlis doménnel
egészllt ki. A vizsgdlatokhoz az enzimeket klonozast kovetbéen E. coli ex-
presszios rendszerekben fejezik ki. Az alkalmazott expresszidés vektoroktol
figgdéen nem minden esetben felelt meg a vad tipusnak az N- és C-terminalis.
Amennyiben az enzim terminalis szekvencidi nem ,autentikusak”, az enzim
tulajdonsagai jelentdsen megvaltozhatnak [5].

Szamos humdn és allati koronavirus enzim térszerkezete ismert. Erdekes médon
els6ként a sertés fertdz6 gasztroenteritisz virus (TGEV, Ujabban PEDV) nsp5
protedzanak térszerkezetét hataroztdk meg 2002-ben [6], majd ezt kovette
2003-ban a SARS-CoV hasonld protedza [7]. A kristalyszerkezetek alapjan a
molekula dimer. A 3. abran a jobb attekinthet6ség kedvéért csak az egyik
protomert mutatjuk. A térszerkezet 3 doménbdl all [7]. A 1. domén (8.-99.
aminosav) és a 2. domén (100.-183.) f6 szerkezeti motivuma antiparallel
B-red6, a kimotripszin csaladra jellemzd elrendez6désben. A katalitikus
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aminosavak (His41 és Cys145) a két domén kozott kialakuld szubsztrat koté
arok felé néznek. Az 5 o hélixet tartalmazé 3. domént (201.-306.) egy hosszu
hurok (184-200) koti 6ssze a kimotripszin-szerli doménnel. A monomer egység
N- és C-termindlisa kézel van egymashoz [8]. A klilonb6z06 eredet(i koronavirus
3CLP enzimeinek térszerkezete megegyezik, még akkor is, ha viszonylag
csekély kozottik a szekvencia azonossag (3. abra, 1. tablazat).

1. domén

2. domén

3. domén

3. abra. A 3CLrP~ térszerkezeti modellje. A) A térszerkezeti domének elhelyezkedése (az
egyszerliség kedvéért csak az egyik protomert mutatjuk). B) Az 1. tablazatban szereplé hat
3CLre  szerkezet egymasra helyezve.,, C) Az N-terminalis domén és a kimotripszin
2s,sze7a?<onll'tésa. A molekula grafikai abrak (3, 4, 5, 6) az UCSF Chimera [9] segitségével
esziltek.

1. tablazat. A 3. abran bemutatott enzimek szekvenciajanak és térszerkezetének
osszehasonlitasa

; szekvencia Osszes Co

A 3CLP™ forrasa ,

azonossag RMSD*
SARS-CoV-2 vs SARS-CoV 96,07% 0,542 A
SARS-CoV-2 vs MERS 49,35 % 0,839 &
SARS-CoV-2 vs HCoV-229E 39,67 % 0,813 A
SARS-CoV-2 vs Bat-HKU4 48,69 % 1,007 A
SARS-CoV-2 vs TGEV 38.08 % 0,866 A

A 3. abrahoz és az 1. tablazathoz felhasznalt koordinatak: SARS-CoV-2: 6Y2G; SARS-CoV:
2BX3; MERS: 4YLU; HCoV-229: 1P9S; Bat-HKU4: 4YOI; TGEV: 1LVO.*RMSD: négyzetes
k6zépérték eltérés.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
30



I TUDOMANYOS CIKK Szildgyi LészIé

Dimerizacid
A kristaly szerkezetekben a vad tipusd 3CLP° mindig dimer. A két protomer
egymasra merélegesen helyezkedik el. A kontakt felszin ~2300 A2, ebb8l ~1250
Az apolaros, 950 A2 polaros felszin. A fehérje méretéhez (68 kDa homodimer) az
apolaros kontakt felszin csekély, ami jelzi azt, a dimer nem tul stabil, oldatban
monomer-dimer egyensuly all fent. A dimer szerkezet klilonlegessége, hogy
mindkét protomer N-terminadlis els6 7 aminosava, az ,N-finger” beékelddik a
sajat protomer harmadik, helikdlis doménje és a partner protomer masodik
doménje kozé, annak katalitikus centruma kézelében [7, 8]. A 4.A és B abran
lathatjuk a protomerek, kiemelve az N-terminadlis szekvenciak elhelyezkedését
a dimerben. A 4.C és D abra alapjan megallapithatd, hogy az N-terminalis
szekvencidk a dimerek illeszkedési felszinén, gyakorlatilag teljesen eltemetve
helyezkednek el. Az aktiv centrum kialakitdsdban bet6ltott szerepikre
visszatérink. A dimer stabilizadldsdban a C-terminalis domén is fontos szerepet
jatszik.

A

Protomer A Protomer B B Protoer B Protomer A
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4. abra. Az N-finger elhelyezkedése a SARS-CoV-2 3CLr™ szerkezetében. A) A dimer
molekula szalagszerkezetében mindkét alegység N-termindlis 7 aminosava térkitolté modellként
latszik. Szintén kiemelve a katalitikus diad (His41-Cys145) és a Glul66.A-Serl.B sohid. B) A
molekula ,hatoldala” az y tengely mentén tértént 180-os elforgatas utan. C) és D) A fenti
nézetek a VdW felszinek feltiintetése utan. (PDB ID: 6Y2G)
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Az oldat fazisu dimerizacié egyensulyi allanddjanak meghatarozasara leggyak-
rabban analitikai ultracentrifugat, gélszliréses kromatogafiat (SEC), kis sz6gl
rontgen szérast, valamint a specifikus aktivitds koncentracié fliggését
hasznaltak. A kapott K, értékek széles tartomanyban (nM és és néhany 100 uM)
szértak [10-15]. A szokatlanul nagy szoéras hatterében nemcsak az alkalmazott
technikak kialénboz6sége, hanem az enzim nagymértékl szerkezeti flexibilitasa,
illetve a nem autentikus terminalis szekvencidk is allhatnak.

A 5. abra a katalitikus centrum legfontosabb elemeit mutatja be. A szerkezetben
a His41l kozelében 1évé piros korong egy viz molekuldt reprezentdl
(,water@His41”). Ez a viz molekula foglalja el azt a helyet, ahol a
kimotripszinben az Asp102 talalhatd [7]. A peptid oldallancok kotését biztositd
S1-S4 helyek is fel vannak tlintetve. Lathaté az abran, hogy az N-finger
terminadlis aminosava (Ser1B) kett6s H-hiddal kapcsolddik a Phe140-hez (Ser1B
CO-Phel140 NH 3,149 &; Ser1B N-Phel40 O 2,776 A) és ezen kiviil a protonalt
alfa amino csoportja ionpart képez a Glul66-tal. Az abran fel nem tlntetett
tovabbi koélcsonhatasok (Arg4B-Glu290 ionpar, Ala7B-Val125 kett6s H-hid, és
szamos hidroféb kontakt) biztositjdk a stabil kapcsolatot az N-finger és a
molekula tobbi része kozoétt. Amennyiben ez a kapcsolat |étrejon, a Phel40 és
zseb kialakulasat. A SerlB &s Glu166 ionpar rogziti a Glu166 oldallancanak
helyzetét, és megakadalyozza, hogy az lefedje az S1 szubsztrat ko6t zsebet.

5. abra. A SARS-CoV aktiv centruma a katalitikus Cys145-His41 diaddal és az aktiv
centrum stabilitasat biztosito legfontosabb aminosavakkal. Zélddel bekeretezve az
oxianion hurok (Gly143,Ser144), pirossal bekeretezve a B protomer (Serl1B) kélcsénhatasai. A
piros korong egy viz molekula. (PDB ID: 6Y2G)
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Az oxianion atmeneti termék stabilizalasat a Gly143, Ser144 és Cys145 peptid
amidok altal alkotott oxianion hurok latja el. Ennek a huroknak megfelel6

« 7

biztositja.

A korai vizsgalatok soran a molekula harmadik, C-terminadlis helikalis doménjét
dimerizaciés doménnak nevezték [7]. Az N-terminadlis 7 aminosav, vagyis az N-
finger delécidja utan is megfigyelték a dimer kialakuldsat, ugyanakkor az enzim
inaktiv volt [11] A 3. doménnek a dimerizacioban betdltétt fontos szerepét
megerdsitette Shi és mtsai [10] vizsgalata is. Kulén-kulon kifejezték az N-
terminalis és a C-termindlis domént. Az N-terminalis stabilan monomer volt és
enzimatikusan inaktiv, mig a C-termindlis monomer és dimer formaban is
el6fordult, de a két forma egymdsba nem tudott atalakulni. A jelenség okara
Zhong és mtsai oldat fazisi NMR vizsgalatai deritettek fényt [14]. A dimer
stabilitdsat az eredményezi, hogy az 6t a hélix kozll az elsé (al) kolcséndsen
helyet cserél a két protomerben, szorosan illeszkedve a masik alegység
szerkezetébe. A jelenség megfigyelhetd volt a teljes 3CLP° molekula esetében is,
és szuperaktiv oktamerek kialakulasahoz vezetett [16]. Arra nincs adat, hogy
ilyen szerkezetek fizioldgidsan is eléfordulnanak.

Enzimkinetikai vizsgalatokbdl kidertlt, hogy a 3CLP° specifikus aktivitasa
novekszik, ha a mérést toményebb enzimmel végzik, ami arra utal, hogy a dimer
a funkcidképes, aktiv forma [17, 18]. Ez indokolta, hogy intenziv kutatas
iranyult a dimerizaciot stabilizalé oldalldncok felderitésére. A dimerizacid
megakadalyozdsa az enzim aktivitdas gatlasanak egyik maddja lehet. Harom
pontmutacio — R298A, S139A és G11A - a dimerizacid teljes vagy részleges
elvesztését eredményezte [19-21].

A vad tipusu (wt) 3CLPe és az R298A mutans szerkezete lathaté a 6. abran.
Ennek a két enzimnek az 6sszehasonlitasaval analizalhatdk a dimerizacio és az
N-terminalis inzercié hatdsara bekovetkez6 térszerkezeti valtozasok. Ameny-
nyiben a C-terminalis doménre korlatozzuk az atfedést, szinte tokéletes az
illeszkedés (Ca atomokra RMDS = 0,416 A). Ugyanakkor a teljes N-terminalis
domén mintegy 400°-kal elfordul a C-termindlishoz képest (6.A abra). Az N-
terminalisban bekovetkezett valtozasokat akkor lathatjuk részletesebben, ha ezt
a két domént illesztjik egymasra. Itt is még meglehetlsen jé az illeszkedés (Ca
atomokra RMDS = 0,665 R), de az aktiv centrum kérnyékét kiemelve jelentds
ktlonbséget lathatunk. A Cys145 oldallanca elfordul a szubsztrat kété zsebtdl,
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és a 143-144-es hurok lefutdsa teljesen megvaltozik, nem alakulhat ki az amido
hidrogének oxianion stabilizalast biztositd elrendez6dése, az enzim elveszti
aktivitdsat. A medfigyelt valtozdsok a fent vazoltnal joval kiterjedtebbek,
részletes elemzésiik megtalalhatd a [19] és [22] hivatkozasban.

6. abra. A dimerizacié hatasara bekévetkezé konformacio valtozasok. A) Vad tipusu
3CLrPe (z6ld, PDB ID: 6Y2G) és az R298A dimerizaciora képtelen mutans (bibor, PDB ID: 2QCY)
C-terminalis doménjei egymasra illesztve. B) Az N-terminalisok egymasra illesztve, kiemelve az
oxianion hurok.

A folyamat analdg a tripszinogén-tripszin atalakulassal. Az inaktiv tripszinogén
amino terminalisan egy 8 tagu extra peptid szakasz taldlhatd. Az enterokinaz
ebben a peptidben a Lys|IleVal kotésnél elhasitja a peptid lancot. Az Gj N-
terminalis sohidat képez az Asp194 oldallanccal, és hidroféb kdlcsonhatasokkal
is stabilizal egy olyan konformaciéo valtozast, ami az oxianion hurok
kialakuldsahoz vezet [23]. Nem elhanyagolhaté kilonbség azonban, hogy a
tripszin esetében ez a valtozas intramolekularis, mig a 3CLP™® esetében ez a
valtozas dimerizaciét kovetden, vagy azzal egy idOben jatszddik le. Azt is meg
kell emliteni, hogy a tripszin és a hasonld szerin protedzok esetében az N-
terminadlis csak egy helyre kétédhet, a 3CLP° N-termindlisa azonban része a
felismerési szekvencianak, ezért a szubsztrat koté felszin P’ helyeihez is
kapcsolddhat.

Tobb esetben is megfigyelték, hogy a dimer kristalyszerkezetben a két protomer
szerkezete nem azonos. Az egyik protomer az aktiv konformaciéban van, a
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masikban az oxianion hurok torzult. Ilyen példaul a PDB ID 1UK2 szerkezet;
SARS CoV 3CLP™ pH 8,0 [24]. A két szerkezet molekularis dinamikai vizsgalata
szerint a killonbség oldat fazisban is fenndll. A szerz6k ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a dimerben csak az egyik protomer aktiv. Amennyiben
azonban a baktériumban termelt fehérje termindlisai pontosan azonosak a
természetes szekvencidval, vagyis ,autentikusak”, mindkét alegység a
katalitikusan kompetens konformaciét veszi fel [5]. Ez a jelenség is azt mutatja,
hogy mind az N-, mind a C-terminalis fontos szerepet jatszik az enzim
aktivitasaban.

Katalitikus mechanizmus

A cisztein proteazok katalitikus mechanizmusat a prototipusnak tekintett papain
vizsgalata alapjan ismerjik [25]. A papain aktiv centrumat a Cys25-His 159
ionpar alkotja, melynek orientdlasat az Asn175 végzi. A papainra jellemzo
hidrolitikus reakcid elsO Iépésében, az acilezésben a negativ toltés( tiolat anion
intéz nukleofil tdmadast a szubsztrat csoport ellen.

A peptid hidrolizis masik mechanizmusa az altaldnos bazis katalizis. Ennek
tipikus példaja a kimotripszin katalitikus triadja: Asp102-His57-Ser195. A His57
hidrogén hidas kapcsolatban fokozza a Ser195 nukleofilicitasat. Ezt az
aszimmetrikus toltés eloszlast stabilizalja az Asp102 negativ toltése.

1. séma : \ \
E+S«—=*ES—>P,+ES' Z>E +P,
K HOH
2. séma

ke ke
E +S<:I>ES4:2’ES'.B L»(E YA P])*L»R, + ES’ ;—»E + P,
ki k2 HOH

7. abra. A szerin/cisztein proteazok hidrolitikus reakcéjanak modellje. Az 1. séma a
minimalis modell 3 lépéses reakcié; Michaelis komplex (ES) képzddik reverzibilis reakciéban,
majd a k, sebességi allandoval acilenzim (ES’) keletkezik és felszabadul a P, termék (amin
komponens). Az acil-enzim hidrolizise a szabad enzim (E) és a P, termék megjelenését
eredményezi. A 2. séma szerint a P, termék gyorsitott leadasat elbsegité konformacid valtozas
toérténik az (ES’.P,)* komplexben [26].

Huang és mtsai folyamatos kolorimetrids mérésekkel tanulmanyoztak a SARS

3CLPe tobb mutdnsanak aktivitdsat. Megallapitottak, hogy a 2 katalitikus

oldallanc alaninra cserélése az aktivitas teljes elvesztését eredményezi, mig a

C145S (kimotripszin-szer(i) mutans megtartja aktivitdsanak 2,5%-at. Az

aktivitds pH fliggésébdl meghatarozott pKa értékek a kovetkezOk: vad tipus
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His41 - 6,38, Cys145 - 8,43; szerin mutans His41 - 6,15, Ser,145 - 9,09. Ebbdl
és a kinetikus izotdp effektus mérések eredményébdl arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy annak ellenére, hogy papain-szer( katalitikus diddja van az
enzimnek, a hidrolizis az altaldnos bazis mechanizmus szerint zajlik le, és nem
keletkezik tiolat-imidazolinium ion par [27].

Amid és észter szubsztratokon végrehajtott vizsgadlatok [28] finomitottdk a
mechanizmusrdél alkotott képet. A kisérletek soran egyrészt a teljes hasitasi
szekvenciat tartalmazé peptid szubsztratot, masrészt a P1 GIln-hoz kapcsolédé
kromofor p-nitroanilid és p-nitrofenil észter szubsztratokat hasznaltak.
Megallapitottak, hogy a teljes peptiden mért k__ /K, nagyobb, mint az alapvet6en
jobb tavozd csoportokat tartalmazé kromofdér szubsztratokon, vagyis a tavozo
C-termindlis peptid szakasz jelenléte fokozza a katalitikus hatékonysagot.
Hasonlé jelenséget mutatott ki Polgar a papain kinetikajat vizsgalva [29].
Kulénb6z6 pH-kon végzett steady-state és pre-steady-state mérések, valamint
a kinetikus izotép effektus alapjan meghatarozott proton leltdar és a
jodacetamiddal torténd inaktivalas eredményeit értékelve a kovetkez6 képet
alakitottak ki: (1) a reakcid els6 |épésében (acilezés) ionpar alakul ki, (2) az els6
termék (P,) leadasa gyorsitott az enzim konformacié valtozasaval, (3) a
dezacilalas az altalanos bazis mechanizmussal torténik.

Az inhibitor tervezés szempontjabdl is fontos a katalizis soran lejatszédé proton
transzfer |épések ismerete. Paasche és mtsai [30] Osszehasonlitd
molekuladinamikai modszerrel vizsgaltak a szubsztrat és inhibitor kotése soran
bekbvetkez6 toltés allapot valtozasokat. Azt taldltdk, hogy alapallapotban a
Cys145-His41 diad semleges, szubsztrat kotéskor viszont Cys145(—)-His41(+)
ionpar indukalédik. Ugyanez a valtozds nem kovetkezik be akkor, ha egy
inhibitor kotddik az aktiv centrumhoz. Azt gondoljak, hogy ez a magyarazata
annak, miért sokkal lassabb egy elektrofil tdmadd csoportot (epoxid, o,p-
telitetlen észter, benzotriazol észter) tartalmazé inhibitor bekétése (k. ~ 103 st)
mint egy ugyanolyan szekvenciaju peptid hasitasa (k_,~3 s*) [31].

Szubsztrat specifitas

A 3CLPe szubsztrat specifitdsanak ismerete alapvetd fontossagu hatdsos
inhibitorok kifejlesztéséhez. Lai és mtsai. [32] meghataroztdk 3CLP™ relativ
hatékonysagat a SARS-CoV poliproteinben elhasitandd szekvenciat hordozé 11
peptid szubsztaton (2. tablazat) A hasitast HPLC-vel kovették.
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Valamennyi peptid a P1 helynek megfelelé glutamin utdn hasadt. Egyértelmd,
hogy a leggyorsabban a 3CLP™-1 N-terminalisa hasad el, ezt kdveti a 3CLP°-1 C-
termindlisan torténd hasitds. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a protedz
el6szOr sajat magat hasitja ki. Nehéz azt megitélni, hogy a tovabbi hasitasok
sorrendje koveti-e a kinetikai adatokat, de feltind, hogy az RdRp N-terminalisan
a leglassabb a hasitas.

2. tablazat. A SARS-CoV 3CLP~ relativ hatékonysaga a poliprotein hasitéo helyeit
reprezentalé 11 polipeptiden [32]

Cterm/Nterm hasité hely szekvencidja (Keat/Ku)re
nsp4/3CLPr TSAVLQ/SGFRK-NH; 1,00
3CLP®/nsp6 SGVTFQ/GKFKK-NH: 0,41
nsp6/nsp7 KVATVQ/SKMSD-NH2 0,03
nsp7/nsp8 NRATLQ/AIASE-NH: 0,05
nsp8/nsp9 SAVKLQ/NNELS-NH: 0,02
nsp9/nsp10 ATVRLQ/AGNAT-NH:2 0,22
nsp10/RdRp REPMLQ/SADAQ-NH> 0,002
RdRp/Hel PHTVLQ/AVGAC-NH: 0,08
Hel/ExoN NVATLQ/AENVT-NH> 0,09
ExoN/NendoU TFTRLQ/SLENV-NH: 0,28
NendoU/nsp16 FYPKLQ/SSGAW-NH; 0,27

Az egyes fehérjék elhelyezkedése, illetve a roviditések magyarazata leolvashato a 2. abrardl.

A kulénbdz6 koronavirusokban a hasitd helyek &ltaldban konzervaltak. Erdekes
viszont, hogy a SARS-CoV-2 poliproteinben a 3CLP™ C-terminalisan a szekvencia
a koOvetkezd: sgvtfg/savkr. A 9. abra adatai alapjan azonban ezekben a
pozicidkban a hatékonysag kevéssé fiigg a szekvenciatél. A SARS-CoV-1 3CLP
szekvencidja csak 12 pozicidban kilénbozik a SARS CoV-étél. Az aminosav
cserék altaldaban nem okoznak polaritds, illetve hidrofobicitdas valtozasokat,
kivéve a Thr285—Ala szubsztitlciot. Ez a mutacio ndveli az enzim aktivitasat, és
esetleg hozzajarulhat a SARS CoV-2 fokozott fert6z6 képességéhez [33].

Chuck és mtsai [34] a SARS CoV 3CLrP szubsztrat specifitasat a 8. abran lathato
molekulaval tesztelték. A 3CLPe N-terminalis hasitasi szekvenciat reprezentald
12 tagu polipeptid kapcsolja 6ssze a cian és sarga fluoreszcens fehérjét. A P5-
P3’ szakaszon valamennyi pozicidban egyenként 19 mutaciot hajtottak végre. A
peptid hasitasa a FRET szignal csokkenésével detektalhatd, és meghatarozhato
az enzim specifikus aktivitasa (k_ , /[3CLP™]).

Az eredmények azt mutatjak, hogy a P1 és P2 pozicidé kivételével a tobbi helyen
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el6fordulhat olyan aminosav, amely a konszenzus aminosavval azonos vagy
annal valamivel jobb szubsztrat. A P5 hely tolerdlta a legtobb aminosavat, és
tobbséglik jobb volt, mint a vad tipus.

430 nm 530 nm

* ‘A .

CFP ' @O@O000@F K v YFP

P6 P5 P4 P3 P2 P1 f°1’ P2' P3' P4’ P5' P6’

3CLpro

8. abra. FRET (Forster resonance energy transfer) szubsztrat a SARS-CoV specifita-
sanak meghatarozasara. Az arnyékolt 8 helyen egyenként 19 mutaciét végeztek, igy egy
8x19 tagu peptid kényvarat kaptak. ([34] alapjan, modositva).

A szubsztrat azon pontjain, ahol az oldallanc az oldészer felé fordul (P5, P3, P3’)
pozitiv toltésd oldallancok (K, R) nagymértékben preferdltak a negativ tolté-
sliekkel szemben. A szerz6k szerint a jelenség magyardzata az lehet, hogy a
pozitiv toltés koOzelsége elektrosztatikusan stabilizdlhatja a katalizis soran
atmenetileg kialakuld oxianion intermediert. A P4 oldallanc egy kis méret(
hidrofob zsebbe illeszkedik, a relativ aktivitds korreldl az oldallanc hidro-
fobicitasaval.
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-
o

e
w0

Relative activity

LA | all .II I" I || Il [ Y

0
KRHDENQPFWYTSCGAV I LM KRHDENQPFWYTSCGAV I LM KRHDENQPFWYTSCGAV I LM KRHDENQPFWYTSCGAVILM

*[P1 (Gin) P1' (Ser) P2' (Gly) P3' (Phe)

-
o

e
o

Relative activity

KRHDENQP FWYTSCGAV | LM KRHDENQPFWYTSCGAV | LM KRHDENQPFWY TSCGAV | LM KRHDENQPFWYTSCGAV | LM
Residue at the position Residue at the position Residue at the position Residue at the position

9. abra. A SARS-CoV 3CLr specifikus aktivitasa a P5-P3’ poziciékban. Az értékeket a vad
tipusu szekvenciaban el6fordulo aminosavéra normaltak [34].
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Toltott aminosavak itt nem talalhatok, a kedvezé6tlen deszolvatacidés energia
miatt. A P3 helyen a B lemezt kedvel6 oldallancok részestilnek elényben, mig a
P2 helyen a nagy méretl, de B eldgazast nem tartalmazo hidroféb oldalldancok
szerepelnek. A varakozasnak megfeleléen a P1 poziciéban a legjobb szubsztrat
a glutamint tartalmazé volt, de hisztidin és metionin utan is tértént hasitas.
Természetes hasitd helyeken ezek az aminosavak nem fordulnak el6. A P1’
helyen csak 50 A3 térfogatnal kisebb oldalldncii aminosavak lehetnek. A P2’ és
P3’ poziciéban, a mar emlitett pozitiv toltés preferencian kivil mas korlatozas
nem figyelhetd meg. Hasonld atfogo analizis a SARS CoV-2 3CLP® enzimmel nem
készilt, de a nagyfokl szekvencia azonossag alapjan jelentds kilénbségek nem
varhatoék.

Az érési folyamat

Az izoldlt enzimen végzett aktivitds mérések alapjan nem lehet egyértelmien
kovetkeztetni a poliprotein érési folyamatanak mechanizmusara. A poliprote-
inben a 3CLP* az nsp4 és az nspb6 kozott helyezkedik el. A tapasztalat azt
mutatta, hogy ha a rekombinans vad tipusu 3CLP™ szekvencidja mind az N-,
mind a C-terminalison tartalmazta a teljes felismerd szekvenciat , vagyis az N-
terminalison az nsp4 utolsd 6t, a C-terminalison az nsp6 els6 6t aminosavat, az
autoprocesszalas mar a sejt lizatum készitése soran bekovetkezik. EIO lehet
viszont allitani az inaktiv C145A mutans kovetkezd valtozatat: Trx-10aa-
C145A3CLP-10aa-GST (Trx-tioredoxin, GST-glutation S-transzferaz). A mole-
kulat a vad tipusu 3CLP™ elhasitja. A folyamatot SDS-PAGE segitségével kdvetve
megallapitottak, hogy az N-terminalis kb. 50-szer gyorsabban hasad, mint a C-
termindlis [35]. Bar nagysagrendi az eltérés, ez kvalitative megegyezik a
peptideken mért arannyal.

A poliprotein processzalasi mechanizmusanak felderitésében rendkivil jelentds
a Hilgenfeld csoport hozzajarulasa. Tobb, oldat fazisban dimer kialakitasara
képtelen és ezért inaktiv mutans (R298E, E290R és R4E) esetében megfigyelték,
hogy amennyiben a konstrukcidk tartalmaztak a teljes felismerd szekvenciat,
szintén bekdvetkezett az autoprocesszalas a lizatum készités soran. Nem tortént
autoprocesszalds a C145A/E290R kett6s mutdnsnal, bizonyitva, hogy a
terminalisok modositdsat nem valamelyik baktérium protedz végzi. Ha az igy
eldallitott ,éretlen” protedzt Osszekeverték az E290R, processzalt, de
onmagaban dimerizalasra képtelen, és ezért az ,éretlen” allapotra jellemzo

7 e

hasitasa [36]. EbbGOl kovetkezik, hogy a nativ poliprotein processzalasanak
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kezdeti |épéseként elegendd két ,éretlen” monomer kapcsolata egy intermedier
dimer formajaban. Ebben az allapotban az egyik inaktiv protomer N-terminalisa
kapcsolodik a masik szintén inaktiv protomer szubsztrat kotd arkaba és azt
aktivalja. Bekovetkezik a hasitas, és a felszabaduld N-terminalis beilleszkedik a
2. és 3. domén kozé és stabilizadlja az aktiv konformaciét. Az aktivalt alegység
elhasitja a masik protomer N-termindlisat, és az intermedier dimer aktiv
allapotba kerlil. Ezt a folyamatot egyes szerz6k, az intermedier dimert egy
egységnek tekintve, cisz hasitdsnak nevezik. Az elnevezés nem korrekt, mivel a
hasitandd peptid szakasz és a hasitast katalizalé aktiv centrum nem azonos
polipeptid szdlon van. Az ,éretlen” protomerek taldlkozasat valdszinlleg
el6segiti, hogy a folyamat membranhoz kotott allapotban jatszédik le. A 3CLP
a poliproteinben az nsp4 és az nsp6 kozott helyezkedik el. Mindkét szomszédos
fehérje membran fehérje, N- és C-termindlisuk az endoplazmatikus retikulum
citoplazmatikus oldalan helyezkedik el [37].

Inhibitorok keresése

A PubMed adatbazisban a ((3clpro) OR (Mpro)) AND (inhibitor) kombinaciéval
szlirve 2020. majus végén 191 kozlemény talalhatdé. A kozlemények id6beli
eloszlasa harom maximumot mutat, a harom koronavirus-jarvanynak megfe-
leléen, de messze a legtobb kozlemény idén jelent meg.

Az inhibitor kutatds alapfeltétele a molekula térszerkezetének ismerete. A
térszerkezetet leird els6 kozlemény [7] cime megjeldlte a kutatdsok céljat:
n-.3CLP™ Structure: Basis for Design of Anti-SARS Drugs”. Ennek az elvnek
megfeleléen szamos olyan térszerkezetet oldottak meg, melyekben a 3CLrPr
kovalensen ko6tott inhibitort tartalmazott. Az inhibitor elektrofil tdmadd csoportja
klérmetil keton (CMK) [7, 8], a—p telitetlen észter [38, 39] vagy peptid aldehid
[40] volt. Az ilyen reaktiv csoportokat tartalmazoé vegylletek nem alkalmasak
gyogyszernek, toxikusak, szamos kellemetlen mellékhatast valtanak ki. Az
inhibitorral gatolt enzim térszerkezete azonban alkalmas arra, hogy abbdl az
inhibitort eltavolitva virtualis szlréssel nem-kovalens, er6sen két6 molekulakat
keressenek. Az els6 nem-kovalens inhibitor, amely SARS-CoV altal fertdzo6tt Vero
E6 sejteken hatasosnak bizonyult (IC,=1,5+0,3 pM), az ML188 jell vegyilet
((R)-N-(4-(tert-butyl)phenyl)-N-(2-(tert-butylamino)-2-oxo-1-(pyridin-3-
yl)ethyl)furan-2-carboxamide) volt [41]. Kombinatorikus kémiai szintézissel
szamos mas hasonld vegyilletet is szintetizaltak, jelentésen jobbat eddig nem
talaltak [42, 43].

A bioaktiv, gydgyszer hatasi molekuldk ChEMBL adatbazisabdl kivalasztott
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1.485.144 vegyllet vizsgalatat végezte el M. Tsuji [44]. A SARS-CoV-2 3CLrr
szerkezetéhez (PDB ID: 6Y2G, [45]) rDoc és AutoDock Vina 1.1.2 szoftverekkel
illesztette a vegylleteket. A szelekciot a kotési szabadenergia alapjan végezte.
A legjobb 29 vegyllet kozott két, bizonyitottan protedz gatld vegyllet
(sepimostat és curcumin) is szerepel.

A hatékony gydgyszer keresésének egyik gyors, és koltséghatékony mddja az
Latiranyitas” (repurposing). Ennek a kozismert példai az eredetileg malaria
gyogyszerként alkalmazott hidroxi-klorokvin, illetve a HIV gydgyszerként
alkalmazott lopinavir/ritonavir kombinacié. A hidroxi-klorokvin hatdsossaga
valészinlileg nem a 3CLPe gatlasanak koszonhetd. A lopinavir/ritonavir
kombinacié viszont hatékonyan gatolja a HIV proteazt, de in silico analizis azt
mutatja, hogy a 3CLPe katalitikus helyére is képes bekdtni [46]. Tovabbi
vizsgalatok azt mutattdk, hogy tovabbi két HIV protedz inhibitor (indinavir és
darunavir) képes a 3CLP aktiv centrumahoz koétédni [47]. Megjegyzendd hogy
a HIV protedz aszpartil protedz, és a térszerkezete sem homolég a 3CLP™
enzimével. Funkciojuk azonban hasonld, a HIV proteaz is poliproteint hasité
enzim, bar felismerd szekvenciai [48] klilonboznek a 3CLPe-étdl.

Az aktiv centrum tamadasa mellett masik igéretes lehet6ség a dimerizacio
blokkoldsa. Ezen a terlileten azonban érdemi el6rehaladas eddig nem tortént
[49].

Irodalomjegyzék

[1] Petrosillo, N., Viceconte, G., Ergonul, O., Ippolito, G., Petersen, E. (2020)
COVID-19, SARS and MERS: are they closely related? Clinical Microbiology
and Infection, S1198743X20301713.

[2] Gaunt, E.R., Hardie, A., Claas, E.C.]J.,, Simmonds, P.,, Templeton, K.E.
(2010) Epidemiology and Clinical Presentations of the Four Human
Coronaviruses 229E, HKU1, NL63, and OC43 Detected over 3 Years Using
a Novel Multiplex Real-Time PCR Method. J Clinic Microbiol, 48: 2940-
2947.

[3] Spall VE, Shanks M, Lomonossoff GP (1997) Polyprotein Processing as a
Strategy for Gene Expression in RNA Viruses. Seminars in Virology, 8: 15-
23.

[4] Kim D, Lee J-Y, Yang ]-S, Kim JW, Kim VN, Chang H (2020) The Architecture
of SARS-CoV-2 Transcriptome. Cell, 181: 914-921.e10.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
41



Szilagyi Laszld

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Xue X, Yang H, Shen W, Zhao Q, Li J, Yang K, Chen C, Jin Y, Bartlam M, Rao
Z (2007) Production of authentic SARS-CoV M(pro) with enhanced activity:
application as a novel tag-cleavage endopeptidase for protein
overproduction. J Mol Biol, 366: 965-975.

Anand K, Palm GJ, Mesters JR, Siddell SG, Ziebuhr J, Hilgenfeld R (2002)
Structure of coronavirus main proteinase reveals combination of a
chymotrypsin fold with an extra alpha-helical domain. EMBO J, 21: 3213-
3224.

Anand K (2003) Coronavirus Main Proteinase (3CLP™) Structure: Basis for
Design of Anti-SARS Drugs. Science, 300: 1763-1767.

Yang H, Yang M, Ding Y, Liu Y, Lou Z, Zhou Z, Sun L, Mo L, Ye S, Pang H,
Gao GF, Anand K, Bartlam M, Hilgenfeld R, Rao Z (2003) The crystal
structures of severe acute respiratory syndrome virus main protease and
its complex with an inhibitor. Proc Natl Acad Sci USA, 100: 13190-13195.
Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC,
Ferrin TE (2004) UCSF Chimera--a visualization system for exploratory
research and analysis. J Comput Chem, 25: 1605-1612.

Shi J, Wei Z, Song J (2004) Dissection study on the severe acute
respiratory syndrome 3C-like protease reveals the critical role of the extra
domain in dimerization of the enzyme: defining the extra domain as a new
target for design of highly specific protease inhibitors. J Biol Chem, 279:
24765-24773.

Chen S, Chen L, Tan J, Chen J, Du L, Sun T, Shen J, Chen K, Jiang H, Shen
X (2005) Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 3C-like
Proteinase N Terminus Is Indispensable for Proteolytic Activity but Not for
Enzyme Dimerization: Biochemical and thermodynamic investigation in
conjunction with molecular dynamics simulations. J Biol Chem, 280: 164-
173.

Barrila J, Bacha U, Freire E (2006) Long-range cooperative interactions
modulate dimerization in SARS 3CLrP™. Biochemistry, 45: 14908-14916.
Shi J, Song J (2006) The catalysis of the SARS 3C-like protease is under
extensive regulation by its extra domain. FEBS J, 273: 1035-1045.

Zhong N, Zhang S, Zou P, Chen J, Kang X, Li Z, Liang C, Jin C, Xia B (2008)
Without its N-finger, the main protease of severe acute respiratory
syndrome coronavirus can form a novel dimer through its C-terminal
domain. J Virol, 82: 4227-4234.

[15] Tomar S, Johnston ML, St. John SE, Osswald HL, Nyalapatla PR, Paul LN,

Ghosh AK, Denison MR, Mesecar AD (2015) Ligand-induced Dimerization of

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
42



Szilagyi Laszld

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

Middle East Respiratory Syndrome (MERS) Coronavirus nsp5 Protease
(3CLP ): Implications for nsp5 regulation and the development of
antivirals. J Biol Chem, 290: 19403-19422.

Zhang S, Zhong N, Xue F, Kang X, Ren X, Chen J, Jin C, Lou Z, Xia B (2010)
Three-dimensional domain swapping as a mechanism to lock the active
conformation in a super-active octamer of SARS-CoV main protease.
Protein Cell, 1: 371-383.

Fan K, Wei P, Feng Q, Chen S, Huang C, Ma L, Lai B, Pei ], Liu Y, Chen J, Lai
L (2004) Biosynthesis, Purification, and Substrate Specificity of Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 3C-like Proteinase. J Biol Chem,
279: 1637-1642.

Kuo C-J, Chi Y-H, Hsu JT-A, Liang P-H (2004) Characterization of SARS
main protease and inhibitor assay using a fluorogenic substrate. Biochem
Biophys Res Commun, 318: 862-867.

Shi J, Sivaraman J, Song J (2008) Mechanism for Controlling the Dimer-
Monomer Switch and Coupling Dimerization to Catalysis of the Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 3C-Like Protease. J Virol, 82:
4620-4629.

Hu T, Zhangy, Li L, Wang K, Chen S, Chen J, Ding J, Jiang H, Shen X (2009)
Two adjacent mutations on the dimer interface of SARS coronavirus 3C-like
protease cause different conformational changes in crystal structure.
Virology, 388: 324-334.

Chen S, Hu T, Zhang J, Chen ], Chen K, Ding J, Jiang H, Shen X (2008)
Mutation of Gly-11 on the dimer interface results in the complete
crystallographic dimer dissociation of severe acute respiratory syndrome
coronavirus 3C-like protease: crystal structure with molecular dynamics
simulations. J Biol Chem, 283: 554-564.

Lim L, Gupta G, Roy A, Kang J, Srivastava S, Shi ], Song ] (2019)
Structurally- and dynamically-driven allostery of the chymotrypsin-like
proteases of SARS, Dengue and Zika viruses. Prog Biophys Mol Biol, 143:
52-66.

Hedstrom L, Lin TY, Fast W (1996) Hydrophobic interactions control
zymogen activation in the trypsin family of serine proteases. Biochemistry,
35: 4515-4523.

Chen H, Wei P, Huang C, Tan L, Liu Y, Lai L (2006) Only One Protomer Is
Active in the Dimer of SARS 3C-like Proteinase. J Biol Chem, 281: 13894-
13898.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
43



Szilagyi Laszld

[25] Asbéth B, Polgar L (1977) Hydrolysis of alkyl ester and amide substrates
by papain. Acta Biochim Biophys Acad Sci Hung, 12: 329-333.

[26] Hegyi A, Ziebuhr J (2002) Conservation of substrate specificities among
coronavirus main proteases. J Gen Virol, 83: 595-599.

[27] Huang C, Wei P, Fan K, Liu Y, Lai L (2004) 3C-like proteinase from SARS
coronavirus catalyzes substrate hydrolysis by a general base mechanism.
Biochemistry, 43: 4568-4574.

[28] Solowiej J, Thomson JA, Ryan K, Luo C, He M, Lou J, Murray BW (2008)
Steady-State and Pre-Steady-State Kinetic Evaluation of Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) 3CLP™ Cysteine Protease:
Development of an Ion-Pair Model for Catalysis. Biochemistry, 47: 2617-
2630.

[29] Polgar L (1979) Deuterium isotope effects on papain acylation. Evidence for
lack of general base catalysis and for enzyme--leaving-group interaction.
Eur J Biochem, 98: 369-374.

[30] Paasche A, Zipper A, Schafer S, Ziebuhr J, Schirmeister T, Engels B (2014)
Evidence for Substrate Binding-Induced Zwitterion Formation in the
Catalytic Cys-His Dyad of the SARS-CoV Main Protease. Biochemistry, 53:
5930-5946.

[31] Okamoto DN, Oliveira LCG, Kondo MY, Cezari MHS, Szeltner Z, Juhasz T,
Juliano MA, Polgar L, Juliano L, Gouvea IE (2010) Increase of SARS-CoV
3CL peptidase activity due to macromolecular crowding effects in the milieu
composition. Biological Chemistry, 391(12):

[32] Lai L, Han X, Chen H, Wei P, Huang C, Liu S, Fan K, Zhou L, Liu Z, Pei J, Liu
Y (2006) Quaternary Structure, Substrate Selectivity and Inhibitor Design
for SARS 3C-Like Proteinase. Curr Pharm Des, 12: 4555-4564.

[33] Song ] (2020) 2019-nCoV 3C-Like Protease carries an activity-enhancing
T285/A variation which may contribute to its high infectivity, Open Science
Framework.

[34] Chuck C-P, Chong L-T, Chen C, Chow H-F, Wan DC-C, Wong K-B (2010)
Profiling of Substrate Specificity of SARS-CoV 3CLP™. PLoS ONE, 5: e13197.

[35] Hsu M-F, Kuo C-J, Chang K-T, Chang H-C, Chou C-C, Ko T-P, Shr H-L, Chang
G-G, Wang AH-J], Liang P-H (2005) Mechanism of the Maturation Process of
SARS-CoV 3CL Protease. J Biol Chem, 280: 31257-31266.

[36] Chen S, Jonas F, Shen C, Hilgenfeld R, Higenfeld R (2010) Liberation of
SARS-CoV main protease from the viral polyprotein: N-terminal
autocleavage does not depend on the mature dimerization mode. Protein
Cell, 1: 59-74.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
44



Szilagyi Laszld

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Oostra M, Hagemeijer MC, van Gent M, Bekker CPJ, te Lintelo EG, Rottier
PIJM, de Haan CAM (2008) Topology and Membrane Anchoring of the
Coronavirus Replication Complex: Not All Hydrophobic Domains of nsp3
and nsp6 Are Membrane Spanning. J Virol, 82: 12392-12405.

Yang H, Xie W, Xue X, Yang K, Ma J, Liang W, Zhao Q, Zhou Z, Pei D,
Ziebuhr ], Hilgenfeld R, Yuen KY, Wong L, Gao G, Chen S, Chen Z, Ma D,
Bartlam M, Rao Z (2005) Design of Wide-Spectrum Inhibitors Targeting
Coronavirus Main Proteases. PLoS Biol, 3: €324.

JinZ, Du X, Xu Y, Deng Y, Liu M, Zhao Y, Zhang B, Li X, Zhang L, Peng C,
Duany, Yu J, Wang L, Yang K, Liu F, Jiang R, Yang X, You T, Liu X, Yang X,
Bai F, Liu H, Liu X, Guddat LW, Xu W, Xiao G, Qin C, Shi Z, Jiang H, Rao Z,
Yang H (2020) Structure of Mr© from SARS-CoV-2 and discovery of its
inhibitors. Nature, 582(7811): 289-293.

Zhu L, George S, Schmidt MF, Al-Gharabli SI, Rademann ], Hilgenfeld R
(2011) Peptide aldehyde inhibitors challenge the substrate specificity of the
SARS-coronavirus main protease. Antiviral Research, 92: 204-212.
Jacobs ], Grum-Tokars V, Zhou Y, Turlington M, Saldanha SA, Chase P,
Eggler A, Dawson ES, Baez-Santos YM, Tomar S, Mielech AM, Baker SC,
Lindsley CW, Hodder P, Mesecar A, Stauffer SR (2013) Discovery, synthesis,
and structure-based optimization of a series of N-(tert-butyl)-2-(N-
arylamido)-2-(pyridin-3-yl) acetamides (ML188) as potent noncovalent
small molecule inhibitors of the severe acute respiratory syndrome
coronavirus (SARS-CoV) 3CL protease. J Med Chem, 56: 534-546.

Wang L, Bao B-B, Song G-Q, Chen C, Zhang X-M, Lu W, Wang Z, Cai Y, Li
S, Fu S, Song F-H, Yang H, Wang J-G (2017) Discovery of unsymmetrical
aromatic disulfides as novel inhibitors of SARS-CoV main protease:
Chemical synthesis, biological evaluation, molecular docking and 3D-QSAR
study. Eur J Med Chem, 137: 450-461.

Karypidou K, Ribone SR, Quevedo MA, Persoons L, Pannecouque C, Helsen
C, Claessens F, Dehaen W (2018) Synthesis, biological evaluation and
molecular modeling of a novel series of fused 1,2,3-triazoles as potential
anti-coronavirus agents. Bioorg Med Chem Lett, 28: 3472-3476.

Tsuji M (2020) Potential anti-SARS-CoV-2 drug candidates identified
through virtual screening of the ChEMBL database for compounds that
target the main coronavirus protease. FEBS Open Bio, 2211-5463.12875.
Zhang L, Lin D, Sun X, Curth U, Drosten C, Sauerhering L, Becker S, Rox
K, Hilgenfeld R (2020) Crystal structure of SARS-CoV-2 main protease

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
45



Szilagyi Laszld

provides a basis for design of improved a-ketoamide inhibitors. Science,
368: 409-412.

[46] Nutho B, Mahalapbutr P, Hengphasatporn K, Pattaranggoon NC, Simanon
N, Shigeta Y, Hannongbua S, Rungrotmongkol T (2020) Why Are Lopinavir
and Ritonavir Effective against the Newly Emerged Coronavirus 2019?
Atomistic Insights into the Inhibitory Mechanisms. Biochemistry, 59:
1769-1779.

[47] Sang P, Tian S-H, Meng Z-H, Yang L-Q (2020) Anti-HIV drug repurposing
against SARS-CoV-2. RSC Adv, 10: 15775-15783.

[48] Eizert H, Bander P, Bagossi P, Sperka T, Miklossy G, Boross P, Weber IT,
Tozsér J (2008) Amino Acid Preferences of Retroviral Proteases for Amino-
Terminal Positions in a Type 1 Cleavage Site. J Viro/, 82: 10111-10117.

[49] Goyal B, Goyal D (2020) Targeting the dimerization of main protease of
coronaviruses: A potential broad-spectrum therapeutic strategy. ACS
Comb. Sci. 2020, 22, 6, 297-305.

Szilagyi Laszlo az E6tvés Lorand Tudomanyegyetemen végzett 1968-ban
okleveles vegyészként. 1971-t6l 2010-ig az ELTE Biokémiai Tanszék
oktatdja volt, biokémiat, molekularis bioldgiat és géntechnoldgiat oktatott.
1986-ig Dr. Biré Endre munkatarsaként a miozin limitalt proteolizisével és
a miozin és aktin nukleotid k6t6 centrumanak vizsgalataval foglalkozott.
1986 és 2010 ko6zo6tt Dr. Graf Laszld csoportjaban rekombinans szerin
protedzok mechanizmusat kutatta. 2007 és 2012 kézott részt vett az
Sapientia Erdélyi Magyar Tudoméanyegyetem Csikszeredai Karan a Gén-
sebészet szak megteremtésében.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
46



Toth Gabor Endre, Kemenesi Gabor, Jakab Ferenc

HARMADIK GENERACIOS, NANOPORUS-ALAPU
SZEKVENALASI TECHNOLOGIA SZEREPE
A MODERNKORI JARVANYOKBAN

Toth Gabor Endre, Kemenesi Gabor és Jakab Ferenc
Pécsi Tudomanyegyetem
Szentagothai Janos Kutatokézpont

A felbukkano és ujra felbukkand fert6z6 betegségek vitathatatlanul novekvd és
jelentOs kihivast tamasztanak az emberiség elé. A leginkabb aktudlis példa a
jelenleg zajlé Uj koronavirus (SARS-CoV-2) jarvany, de a kozelmult szamos
masik példaval is szolgalt. A jarvanyok megjelenésének intenzitasa az
emberiség térnyerésével parhuzamosan ndvekszik. Szamos gazdasagi, egész-
ségligyi vagy utazast érinté mellékhatds mellett a tudomanyos fejlesztések és
kutatasi irdnyok adaptacidja is megfigyelhet6.

Az els6 elterjedt és széles korben alkalmazott szekvenalasi technoldgiat
Frederick Sanger taldlta fel 1977-ben [1]. Ez a technika a Sanger szekvenalas
néven valt ismertté, amely kdzel 30 évig volt egyeduralkodé és a mai napig
hasznalatban van. Elonyei kdzé tartozik, hogy olcsd, illetve hosszabb, akar 1000
bazispar hosszisagl DNS lancok bazissorrendje is meghatarozhaté vele.
Azonban az alkalmazott technoldgia sajatossaga, hogy csak a kapillarisok
szamanak novelésével lehet paralellé tenné, ami a fizikdlisan hatalmas
helyigény miatt korlatozott mértékben valdsithatd meg. A legnagyobb
kapacitasu Sanger elven miikodo6 szekvenald 386 kapillarist tartalmaz, amely igy
hipotetikusan 386.000 bazis meghatarozast képes elvégezni egy 3 6ras futas
alatt [2].

« 7 s

tartozik, amit szoktak mas néven hosszU leolvasasi kerettel rendelkez6
szekvenadlasnak is nevezni. A Nanopdrus szekvenalas elvi hattere, hogy egy
impermeabilis membran elvalaszt egymastdl két elektrolit oldatot tartalmazé
kamrat, melyeket csak a membranba agyazott csatorna fehérjék (nanopdrusok)
kotnek 0ssze. Elektromos potencidlt elGallitva a toltéssel rendelkez6 molekuldk,
mint a DNS, képesek ezeken a pdérusokon athaladni, mikézben a réluk torténd
elvezetéssel mintegy nanométeres nagysagrendld Coulter szamlaloként
funkcionalnak. Az athaladé bazisok megvaltoztatjdk a porusban taldlhatéd
folyadék elektromos ellenallasat és ennek eltér6 a mértéke a négy bazis esetén
(Adenin, Guanin, Citozin, Timin) [3]. Az ebbdl kapott jelet egy bazishivo
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algoritmus alakitja nukleotid szekvencidva. A szekvenald eszkdz azon részét,
ahol a szekvenalas fizikalisan torténik, flow cell-nek nevezik. Itt talalhatdé az
impermeabilis membran, illetve a beadgyazott 2048 pdrus (a valdésagban ezeknek
a szama nagyjabdél 1700-1800 funkciondld pérust jelent, ami a
gyartastechnoldgia pontatlansagabdl adodik). Ezek a pérusok képesek szimultan
mU(ikédni, igy a szekvenalas optimalis korilmények kozott képes akar tobb mint
ezer egyedi DNS szadl meghatarozasara is parhuzamosan. A pérusokon a
nukleinsav szal athaladasi sebessége 30-75 bazispar/masodperc, és ha egy
adott szal teljes hosszaban athaladt a péruson, akkor egy rovid regeneracios id6
utan alkalmas az Ujabb szal fogadasara [4].

Az eddigi egyik leghosszabb nukleotid szal, amely egyben meghatarozasra
kerilt, 2.272.580 bazis hosszusagu volt [5]. Egy Nanopdrus szekvenalas futasa
addig folytathatd, ameddig van olyan pérus, amely még képes a rajta athaladé
nukleotid szalrdl jelet tovabbitani. Ez altalanosan 72-96 6rat jelent, ami alatt 15-
30 milliard bazist képes meghatarozni (ennek jelentds részét az elsé 24 éraban).

A kutatdsi fejlesztések egyik iranyvonaldt az uUjonnan felbukkand fert6z6
betegségek hoztak létre, melyek sok esetben fejlddé orszagokat érintettek.
Ilyen kihivasok leklizdésére tobb nagynevl egyetem (University of Edinburg,
University of Birmingham, University of Cambridge, University of Oxford, KU
Leuven) Osszefogasaval l|étrehoztak egy ARTIC Network nev( projektet,
amelynek jelmondata: ,,Valés idejli molekuldris epidemioldgia a jarvanyok
kezelésére” (Real-time molecular epidemiology for outbreak response). F6bb
céljuk, hogy olyan protokollokat fejlesszenek, amelyek gyorsak, koéltséghaté-
konyak, terepen is alkalmazhatdk, illetve barki szamara konnyen kivitelezhetok
legyenek. Jelenleg 3 f6 kutatasi tertileten dolgoznak:

1, ,Labor a bérondben” (Lab-in-a-suitcase) - Ennek a keretében olyan kis aram,
haldzat és helyigény(i eszkozoket fejlesztenek, amelyek egy kompakt, gyorsan
feldllithato és telepithetd laborhoz sziikségesek.

2, Szekvenaldsi modszerek (Sequencing Methods) - Szekvenadlasi eljarasok
fejlesztése, amelyek rovid id6 alatt, a kontaminacié minimalizalasaval szolgal-
tatnak szekvencia adatot, alkalmazhatdak terepen és kénnyen adaptalhatdak
ktlénb6z6 patogén virusokra.

3, Bioinformatikai fejlesztések (Lab-on-an-SSD) - Bioinformatikai munkafolya-
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matok optimalizalasa uUgy, hogy alkalmazhatdéak kis szamitasi kapacitassal
(limited resources) rendelkez6 felhasznalék szamara is.

A nanoporus-alapu szekvenalds els6 nagylépték(i bevetése a nyugat-afrikai
Ebola-jarvany kapcsan valdsult meg. A betegmintakbdl megvaldsitott virus-
genom szekvenalas az addig ismert legtébb genomszekvencia adattal meghata-
rozott jarvannya emelte. A technoldgia mobilitdsara és virusos jarvanyokban
valé bevetésére ez volt az elsé markans példa [6].

A technoldgia hordozhatdésaga jél harmonizal a felbukkano fert6z6 betegségek
altal tdmaszott egyik legfobb kihivassal, a laboratériumi hattér nélkili régidk
vizsgalati lehetOségeinek novelésével. Az el6bbiekben targyalt Ebola-jarvanyt
kovetOen egyre szélesebb korl felhasznalasi stratégia épilt a technoldgia koré.
Jarvanyok soran torténé hasznalata mara mar nem kérdéses.

Nanopodrus-alapu szekvenalas a koronavirus-jarvany kapcsan

A 2019 novemberében megjelent SARS-CoV-2 virus teljes genetikai alloma-
nyanak leirdsa hetekkel a virus felbukkanasa utdan megtortént. Ez rendkivil
hamar, mar 2020 januarjaban utat nyitott a Polimerdz Lancreakcion (PCR)
alapuld diagnosztikai paletta vilagszint(i eléréséhez és a valds idejli genomi
epidemiolégia megalapozasahoz szdamos orszagban, amely jelenleg mar az
egész vilagrdl szolgaltat informacidkat. A MinION szekvenalasi technoldgiara
adaptdlt ARTIC protokoll fejlesztése is ebben a hdénapban toértént meg, utat
nyitva a nagy ateresztOképességl genomi szekvendlasok felé. Az ARTIC
protokoll lényege egy multiplex PCR el6készitési eljarason alapuld
reakcidésorozat, amely a virdlis genomot lefed6 98 ampilkont hoz létre nagy
mennyiségben. Az igy elkészilt konyvtar a technoldgia altal megkivant tovabbi
el6készitési folyamatot kovetden kdzvetlenlil szekvenalasra kerdl.

Az els6 SARS-CoV-2 genom adatai 2020. januar 10-én valtak elérhetdvé.
Ugyanebben a hdénapban az ARTIC protokoll publikaciéja is megtortént egy
publikus adatbazis hasabjain. Februarban mar szdmos orszagban aktiv genomi
epidemioldgiai vizsgalatok folytak, nagyrészt ezen technoldgiai eljarasokon
alapulva. Marciusban tébb jelentés adatmennyiség(i adatszolgaltatas is
megtortént, illetve elindult, féként az USA, Anglia, Franciaorszag, Uj-Zéland,
Hollandia, Spanyolorszag és Dél-Korea laboratériumaibdl, az el6bbiekben
ismertetett technoldgiai alapok mentén. A genomi epidemioldgia fontossagat jol
jelzi az a torekvés, amelyet Anglia vallalt magdra, nevezetesen az 0Osszes
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elérhet6 koronavirusos beteg virusgenomjanak szekvenciaanalizise, melybdl
junius elsd hetéig tobb mint 20 ezer genom adata valt elérhetévé (Covid-19
genomics UK consortium - https://www.cogconsortium.uk/). Aprilisra tobb mint
40 orszagban folytak genomikai kutatdsok és szekvenaldsok a virussal
kapcsolatban.

A mara mar vildgméretlivé duzzadd genomikai torekvések hatdsara junius 4-ig
tobb mint 37 ezer teljes virdlis genomadat valt elérhetévé a GISAID
adatbazisban (https://www.gisaid.org/), melyb6l a https://nextstrain.org/
adatbazis valds-idejl elemzéseket k6zol. Hatalmas, soha nem latott eredmény
ez, melyet a vildg tobb szaz kutatdhelyének aktiv munkaja tett lehetévé. A
Nanopédrus-alapu szekvenalds térnyerése vitathatatlan, virusgenomikai felhasz-
naldsa pedig egy Ujabb markans példaval bévilt a jelenlegi Covid-19 jarvany
kapcsan.

1. abra. SARS-CoV-2 szekvenalasa MinION technolégiaval a Pécsi Tudomanyegyetem
Szentagothai Janos Kutatokoézpont Virologiai Laboratoriumaban. A felszerelés mobi-
litasat szemlélteti a mellékelt kép. A képen egy valds-idejl bioinformatikai eljaras fut (Rampart),
amely a szekvendldssal parhuzamosan nyujt informaciét a szekvenaldas hatékonysagardl es
alkalmas a virus teljes genetikai allomanyanak meghatarozasara akar egy oran beliil.
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Magyarorszag a kozép-kelet eurdpai régidban elséként szolgaltatott genomikai
adatokat az (j virus kapcsan 2020. marcius 24-én. A virusgenom szekvenalasa
kutatécsoportunk koordinaldasaval és aktiv részvételével a Pécsi Tudomany-
egyetem Szentdgothai Kutatdékodzpont tobb csoportjanak egyltttm(ikodésével
valésult meg. A kezdeti torekvéseket kovetden tovabbi virusgenomikai mintak
meghatarozasaval felvazoltuk a hazai jarvany kezdeti mechanizmusait, a virus
geografiai és idObeli terjedési potencidljat, illetve vildagméretli genomikai alapu
haldzati elemzését is [7]. Genomszekvenaldsi térekvéseink azdéta is folyama-
tosak, abszolit mértékben a Nanopdrus-alapu szekvenaldsi technoldgiara ala-
pozva létrehoztunk egy nagy ateresztés(i szekvenalasi kapacitassal ellatott
laboratériumot, mellyel a jarvannyal kapcsolatos gydgyszerfejlesztési térekveé-
seinket tdmogatjuk. A laboratériumot jelenleg a jarvany elsé hazai hulldmanak
megértéséhez is hasznaljuk, tovabbi virusgenom adatok szekvenciaelemzésé-
vel. Kutatdcsoportunk jelenleg aktiv fejlesztési tevékenységet is folytat az
ARTIC-technoldgia tovabbi viroldgiai célzatu felhasznalasara vonatkozdan.
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vezetoje. A Szentagothai Kutatékézpont BSL-4 (4-es biobiztonsagi szintii
laboratérium) laboratérium vezetGje, ahol szamos, az emberiség szamara
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UJRAPOZICJONALT GYOGYSZEREK ALKALMAZASI
LEHETOSEGEI COVID-19 FERTOZESBEN

) ; Keserii Gyorgy Miklés ) )
Természettudomanyi Kutatokézpont, Gyogyszerkemiai Kutatocsoport
Magyar Koronavirus Kutatasi Akciocsoport

A kinai Wuhanbdl indulé Covid-19 jarvanyt okozd SARS-CoV-2 koronavirus
terjedésében meghatarozé szerepet jatszott a cseppfertdzéssel torténd terjedés,
a hosszu lappangasi id0 és a virus hosszu életképessége. A gyors terjedés
egyidejlileg jelent6s terhelést okozott az egészségligyi ellatd rendszeren, és
szamos olyan intézkedést tett sziikségessé, amely egyrészr6l a terjedés, a
kibontakozas és az érintettség hatasainak mérséklésére irdnyult. Ilyenek voltak
az utazasi korlatozasok, a védbeszkozok hasznalata, a fertbtlenités elbirasa, a
szocialis tavolsagtartas stratégiaja, az ellatd rendszer technikai felkészitése,
valamint a kiloénb6z6 terapids protokollok kidolgozasa, illetve a megindulé
vakcina fejlesztés. E lehet0ségek mellett mar a jarvany korai szakaszaban
tobbféle terdpias lehet6ség merilt fel, amelyek alkalmazasdhoz legalabb o6t
kilénbdz6 stratégia allhat rendelkezésre. Megprdbalkozhatunk Uj gydgyszer
kifejlesztésével, amelyet kezelésre vagy megel6zésre hasznalhatunk, de
elindultak az Uj vakcina kifejlesztésére iranyuld kisérletek is, s6t egy korabban
mar bevalt stratégiaként jott széba a fert6zottek plazmajanak alkalmazasa.
Mindezek mellett megprébalkozhatunk meglévé gyogyszerek indikacion kiviili,
ugynevezett ,off-label” alkalmazasaval, valamint meglév6 gydgyszerek indikacio
kiterjesztésével is.

A gyakorlatilag az egész vilagon elterjedt és egyre inkabb kibontakozd Covid-19
jarvany szinte minden lehet8séget megmozgatott. Igy nem meglepd, hogy
majus végére mintegy 1260 kilonbdz6 gyogyszerészeti megoldas klinikai
vizsgalata volt folyamatban. Figyelembe véve az (j gydgyszerek és vakcinak
kifejlesztéséhez szikséges id6t és erdforrasokat, a fokozatosan felfutd klinikai
vizsgalatok jelent6s része meglévo gydgyszerek Covid-19 fertézésben torténd
alkalmazasara iranyult. A gyors reagalas sziikségessége és igénye a klinikai
vizsgalatok szabalyozasi kdrnyezetét is érintette, és egyarant vonatkozott az
indikacién kivili hasznalatra és az indikacid kiterjesztésére is. Az indikacidn
kivili hasznalat alapesetben Magyarorszagon engedélykdteles, azonban az
eurdpai és amerikai gyakorlattal 6sszhangban az Orszdgos Gydgyszerészeti és
Elelmiszeregészségiigyi Intézet (OGYEI) 2020. marcius 27-én ezen jelentdsen
konnyitett. Az engedély el6zetes kérelmezésének felfliggesztése lehetové tette,
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hogy olyan alapvet6 és a koronavirus terapiaban felmerilt gydgyszerkészit-
mények, mint a hidroxiklorokin, klorokin, remdesivir, lopinavir, ritonavir,
ruxolitinib, azitromicin, oseltamivir, tocilizumab és a favipiravir, valamint tovabbi
9 szer hasznalatdhoz az ellatéhelyeknek nem kellett el6zetes engedélyt kérni az
OGYI-tOl. A mar bevezetett gydgyszerek Covid-19 fert6zésben torténd haszna-
latdnak masik lehetséges modja az indikacio kiterjesztése, amelyet Ujrapozicio-
nalasnak nevezink. Ez a fajta indikacié kiterjesztés azonban tudomanyosan
megalapozott klinikai vizsgdlatokhoz kotott. Ezeknek a vizsgalatoknak a
lényege, hogy a korabban mar igazolt indikacid mellett tovabbi indikacidban,
vagy indikacidkban bizonyitsuk az adott gydgyszer hatékonysagat és
biztonsdgossagat. A koronavirus-jarvany hatdsara ebben is Iépett az OGYEI, és
19 irdnyu kiterjesztését, amelyre legalabb egy Fazis 1 klinikai vizsgalatot mar
lefolytattak, vagy ilyen vizsgalat mar folyamatban van.

Az indikacid kiterjesztés lehet6ségének feltérképezésére tudasalapu, tesztelés
alapu vagy tervezés alapu megkodzelitéseket hasznalhatunk. A tudasalapu meg-
kozelités soran a hasonlé indikacié vagy a betegség hasonlé patomechanizmusa,
a hasonlé klinikai tlinetek, vagy a gyégyszer hasonlé mikodési mechanizmusa
alapjan lehet mar ismert gydgyszert javasolni egy adott betegségben. A
tesztelés alapu megkdzelités sordan nem ezt a hasonldsagot, hanem az adott
indikaciéhoz rendelhet6 in vitro és/vagy in vivo betegségmodellekben tapasztalt
hasonld hatékonysagot hasznaljak fel az Gjrapoziciondlas lehet6ségének felfede-
zéséhez. Végezetil alkalmazhatd tervezés alapu megkozelités is, amikor kiindul-
hatunk a betegséggel Osszefliggésbe hozhaté biomolekula, azaz a terapias
célpont szerkezetébdl. Ekkor kereshetlink olyan gydgyszereket, amelyek hason-
|6 szerkezet(i és funkcioju célpontokon hatékonynak bizonyultak. Szintén felme-
rilhet az ugynevezett ligandum alapu megkozelités alkalmazdsa is, amelynek
soran az adott betegségben, vagy az adott tinetek kezelésében alkalmazott
gyogyszer szerkezetéhez hasonld szerkezetl gydgyszert kisérelhetiink meg Ujra
pozicionalni.

Az Ujrapozicionalas soran nagyon fontos a felfedezett lehet6ségek validalasa,
amit elméleti mddszerekkel, in vitro és in vivo modellekkel, illetve klinikai
vizsgalatokkal tehetliink meg. Az elméleti modszerekkel torténd validalasban
hasznalhatunk mar rendelkezésre allé, az (j indikacid szempontjabdl relevans
adatkészeleteket retrosprektiv validalasra, meta-analizisre vagy adatelemzésre.
A bioldgiai validalas torténhet sejtes tesztek vagy allatmodellek alkalmazasaval.
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Azonban az Ujrapoziciondlds valdodi probai minden esetben azok a klinikai
vizsgalatok, amelynek soran a korabban mar hasznalt gyogyszer hatékonysagat
az Uj indikacidoban, vagyis az (j, gyoégyitani kivant betegségben szenved6

betegek kezelése soran bizonyitjuk be.

Az Ujrapozicionalas lehet6ségeit a Covid-19 fert6zéssel 6sszefliggésben a virus

életciklusabol kiindulva érdemes attekinteni (1. abra).
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1. dbra. Ujrapozicionélasi lehet6ségek a SARS-Cov-2 koronavirus életciklusaban
(DOI: 10.1126/science.abb9332 alapjan).
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A virus endocitdzissal jut be a gazdasejtbe, amit példaul az angiontenzin
konvertalé enzim 2 (ACE2) fehérje, illetve a sejtmembranban taldlhaté transz-
membran szerin protedz 2 (TMPRSS?2) fehérje gatlasaval lehet megakadalyozni.
Amikor a virus mar bejutott a gazdasejtbe, a kovetkezd |épés a viralis RNS
replikacidja és atirasa. Ebben a folyamatban helikdzok és RNS-fliggé RNS
polimerdzok vesznek részt, amelyek szintén szdéba johetnek lehetséges célpont-
ként. Az életciklus kOvetkez0 |épése a transzlacio és a megfelel viralis fehérjék
|étrehozasa, amelyet leginkabb protedzgatlé vegylletekkel gatolhatunk. Vége-
zetll elvi lehet6ség kinalkozik a virion 6sszerendezésének, illetve az Uj virusok
kibocsatasanak a gatlasara is.

A virus gazdaszervezetbe torténé bejutdsat alapvetéen szerin proteaz
inhibitorok segitségével kisérleték meg gatolni, amelyek kozil a camostat-ot,
illetve a nafamostat-ot érdemes megemliteni. A Camostat 1985-ben Japanban
kerilt torzskonyvezésre, eredetileg hasnyalmirigygyulladas indikacidoban. Alkal-
mazasa szerin protedz gatlé hatdsanak koészonhetéen merilt fel Covid-19-el
fert6zottek kezelésére. Hasonlé hatdsmechanizmussal rendelkezik a nafa-
mostat, amelyet 1999-ben, szintén Japanban toérzskonyveztek. A viralis RNS
endoszomabdl torténd kijutdsaban tulajdonitottak szerepet a klorokinnak, illetve
a hidroxiklorokinnak. A klorokin egy 1934-ben Németorszagban felfedezett
malariaellenes gydgyszer, amelyet profilaxisban is hasznalnak, mig hidroxi-
klorokint 1955-ben az Egyesilt Allamokban regisztraltdk autoimmun gyulla-
dasok, illetve reumatoid artritisz kezelésére. E vegylletek esetében azonban
tobbféle hatasmechanizmus is felmerlt: elképzelhetének tartottak példaul,
hogy a viralis RNS kijutdsanak gatlasa az endo/lizoszéma pH valtoztatasaval,
vagy a kozvetlen RNS kotodés miatt gatolt transzlacid, vagy altaldnosabban a
virusfert6zés kovetkezményeképpen kialakuld gyulladasra hatva fejtik ki hata-
sukat. Bar a korai in vitro és in vivo vizsgalatok reményt keltéek voltak, a klinikai
vizsgalatok e gyogyszerek hatékonysagat Covid-19 fert6zésben nem igazoltak.
A kolorokin és a hidroxiklorokin ezért jé példa arra, hogy az Ujrapozicionalas
sikerességét egyedil tudomanyos igény( klinikai vizsgalatokban lehet bizonyi-
tani.

Az antivirdlis szerek egyik legfontosabb tamadaspontja az RNS-fliggé RNS
polimerdz, amelyre korabban tobb specifikus gatldszert is kifejlesztettek.
Tekintettel arra, hogy a Covid-19 fert6zést okozd SARS-CoV-2 virus az RNS
virusok csaladjaba tartozik, a Covid-19 jarvanyban leginkdbb ezeket a gyogy-
szereket, elsOsorban a remdesivirt és a favipiravirt probaltak ki. A remdesivirt
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2009-ben az Egyesiilt Allamokban fejlesztették ki, alapveten hepatitis C virus,
Marburg virus, illetve ebola virus okozta fert6zések ellen. A favipiravirt 2014-
ben, az influenza A és B tipusanak kezelésére vezették be Japanban, azonban a
vegyllet alkalmasnak bizonyult a Nyugat-nilusi virus és az ebola fert6zés
kezelésénél is. Az antivirdlis terapia alkalmazdsa soran tekintettel kell lenni a
Covid-19 fert6zés két alapvetd szakaszara, a virdlis, illetve a gyulladasos
szakaszra. Az antiviralis készitmények els6sorban a betegség elsd, virusfertozés
altal meghatarozott szakaszaban alkalmazhatdk sikerrel, a kdzépsulyos stadi-
umig. A gyulladasos szakaszban az antivirdlis terdpia 6nmagaban altaldban mar
nem elegendd.

A Covid-19 jarvany hazai terjedésével kutatécsoportunk a favipiravir antiviralis
készitmény fejlesztésével és vizsgalataval kezdett foglalkozni. A favipiravir egy
széles spektrumu antivirdlis gydégyszer, amely szamos RNS virus ellen alkal-
mazhatd sikerrel. Ide tartoznak a sargaldz virus, a Dengue virus, a Nyugat nilusi
virus, a korabbi SARS és MERS virusok, az influenza virusok, a Lassa laz,
kilénb6z6 hanta virusok, az ebola, illetve a Sudan virusok is.

A favipiravir valéjaban egy hamis nukleotid, hatdsmechanizmusa alapjan (2.
abra) a sejtbe jutva eldszor foszforibolizalddik, majd foszforizalodik, igy favi-
piravir ribotrifoszfat (RTP) képz6dik, amely a favipiravir aktiv formaja. Ez az
aktiv molekula azutdn a virdlis RNS-be beéplilve ott egy hamis kddot okoz,

amely ezaltal megakadalyozza a virus szaporodasat.
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2. abra. A favipiravir hatasmechanizmusa.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
57



Keserl Gyérgy Miklos

Favipiravirral eddig két befejezett kinai klinikai vizsgdlat tortént. Az egyik
esetben multicentrumos randomizalt kilinikai vizsgalat soran kontrollként egy
masik antivirdlis készitményt, arbidolt hasznaltak. 116 beteget kezeltek favi-
piravirral, mig a kontroll csoportban 120 beteg volt. A vizsgdlatok a betegség
lefolydsanak megfelel6en a viralis els6 szakaszra koncentraltak, sulyos esetek
bevonasara nem kerdilt sor. Mivel a virusellenes szerek tobbségére (pl. influenza
ellenes szerek, hepatis C ellenes szerek) jellemz6 lehet a magzatkarositast
okoz6 mellékhatds, a vizsgalatokban és a favipiravir tovabbi alkalmazasaiban a
terhesség kizaré ok. Fontos azonban megjegyezni, hogy az érintett népesség
nem is tartozik a Covid-19 fert6zés els6rend(i kockazati csoportjai kozé.
Végpontként a klinikai felépillést, valamint a lazat és kohogést, ezeknek a
valtozasat hatdroztdk meg, és a vizsgadlat eredményeképpen azt tapasztaltak,
hogy a favipiravirral kezelt csoportban a betegek mintegy 70%-a gyorsabb
klinikai felépllést mutatott, és a tlinetek is jelentdsen enyhiltek szemben a
kontrollcsoporttal, ahol mintegy 55%-o0s volt a klinikai javulds. A favipiravir
kezelés szignifikdnsan csokkentette a 1dz és a kohdgés idejét, lényeges
mellékhatasokat nem okozott, a gasztrointesztindlis tlinetek mellett szérum
higysavemelkedést figyeltek meg, amely a betegek mintegy 13%-at érintette.
A masik klinikai vizsgalat egy nehezebben értékelhetd, nem randomizalt, egy
centrumos vizsgalat volt Iényegesen kevesebb beteg bevondasaval. Ebben az
esetben a favipiravirral kezelt karba 45 beteg, a lopinavirral és ritonavirral kezelt
kontroll karba kezelt 35 beteget vontak be. A vizsgalat els6dleges végpontja a
virusterhelés cstkkenése volt, emellett egy szigortuan értékelt CT vizsgalattal
nézték a tudogyulladas el6rehaladasat. Azt tapasztaltdk, hogy a virus
kiiriléséig eltelt napok szama a favipiravirral kezelt csoportban 4 nap, mig a
kontrollcsoportban atlagosan 11 nap volt. A favipiravir kezelés hatasara a
mellkasi CT a betegek 92%-nak esetében szignifikansan javult, mig a kontroll
csoportban ez 62%-0s volt. Hasonldan az els6 vizsgalathoz, itt sem tapasztaltak
lényeges mellékhatdsokat. A hugysav szint emelkedése ebben az esetben is
megfigyelhetd volt a betegek mintegy 11%-aban.

Az eddig nyilvanossagra hozott adatok ugyan biztatéak, de a favipiravir
hatékonysagat és biztonsagossagat a Covid-19 fert6zésben tudomanyos igény
klinikai vizsgalattal eddig még nem erdsitették meg. Ezek a vizsgalatok alap-
vetéen vészhelyzeti forgatdékonyv alapjan, ,off label” alkalmazasra épul6
vizsgalatok voltak, rdadasul az egyik esetben a randomizalads is elmaradt. Ezek
alapjan joggal mertl fel, hogy a favipiravir hatékonysagat szigortan kontrollalt
klinikai vizsgalatban kell bizonyitani. Ennek érdekében indult meg az Innovacids
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és Technoldgiai Minisztérium tamogatasaval a magyar favipiravir fejlesztés,
amelynek alapvet6en harom célja volt. Az elsO cél egy fliggetlen hazai gyartas
biztositdsa a magyar Covid-19 betegek szamara, masodik célja a mar emlitett
tudomanyos igény( klinikai vizsgalat, amellyel a hatékonysagot és a biztonsa-
gossagot tudjuk igazolni Covid-19 fert6zésben és egyben megalapozza a
favipiravir Gjrapoziciondlasat influenza indikaciébol Covid-19 fert6zés kezelé-
sére. Ennek érdekében két klinikai vizsgalatot készitettlink el6. Az els6 egy
multicentrumos, placebo kontrollalt, adaptiv Fazis 2/Fazis 3 vizsgalat az altalunk
fejlesztett magyar favipiravir készitménnyel. A masik egy ,open label” Fazis 3
referenciavizsgalat a japan Avigan készitménnyel, amelyet a japan kormany
biztositott szamunkra. Egy harmadik lehetséges cél lehet, hogy amennyiben a
favipiravir hatékonysaga és biztonsagossaga a Covid-19 fert6zésben igazolddik,
akkor a gyartas felfuttatdsaval a favipiravir lehetséges exportcikk is lehet
Magyarorszag szamara.

Marcius végével 6sszesen 3 projektet inditottunk el a Nemzeti Kutatasi Fejlesz-
tési és Innovacidés Hivatal finanszirozdsaban. Az els6é projekt a favipiravir
gyartdeljarasanak fejlesztését és a klinikai készitmény elballitasat célozza, a
konzorcium vezetdje a Természettudomanyi Kutatdokdézpont. A masodik és
harmadik projekt pedig a két klinikai vizsgalat megvaldsitasara irdnyul. A HUN-
FAVI a magyar készitmény klinikai vizsgalatat célozza, a HUN-AVI pedig a japan
Avigan készitmény vizsgalatdhoz kapcsolddik. A klinikai programok a Pécsi
Tudomanyegyetem konzorcium vezetésével valdsulnak meg.

A magyar favipiravir fejlesztéssel kapcsolatos projektben elsédleges célunk egy
klinikai vizsgalatra alkalmas gydgyszerkészitmény I|étrehozdsa. Az ehhez
szlUkséges laboratériumi eljaras kidolgozasat a Természettudomanyi Kutato-
kozpont végezte. A méretnovelés az Elsé Indusztria Zrt.-nél torténik. A félizemi
gyartdeljaras kidolgozasat a Richter Gedeon Nyrt. vallalta, mig a gydgyszer-
készitmény fejlesztését a Meritot Kft. végzi. A projekt sikeres megvaldsitasaval
rendelkezésre all6 magyar favipiravir gydgyszerkészitmény, valamint a Japanbdl
szarmazd Avigan gyogyszerkészitmény klinikai vizsgalatat a klinikai vizsgalatok
szervezésére és lebonyolitdsara létrejott HECRIN konzorcium végzi. A klinikai
vizsgaldhelyek magukban foglaljak a négy orvostudomanyi egyetem klinikai
centrumait, valamint a Dél-Pesti Centrumkorhaz Orszagos Haematoldgiai és
Infektoldgiai Intézetet, illetve az Orszagos Koranyi Immunoldgiai Intézetet.

Egy hatdanyag elGallitasara szolgald, a hatdsagi el6irdasoknak megfeleld féllizemi
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gyartodeljaras kidolgozasa normalis korilmények kozott legaldbb egy évet vesz
igénybe. Esetlinkben a laboratéoriumi eljaras kidolgozasa 2020. aprilis elején,
mig a méretndvelés egy hdnappal késébb indult el. Junius elsé napjaiban pedig
mar a félizemi gyartast is el tudtuk kezdeni. Mindehhez arra kellett lenni a
szintetikus kémiai nehézségeken és a Covid-19 jarvany okozta logisztikai
problémakon. Mindezek miatt a favipiravir eldallitdsara alkalmas eljaras
kidolgozasa viszonylag sok kihivassal jart. J6l lehet a favipiravir szerkezete
alapjan viszonylag egyszerld molekula, szintézisének mégis sokféle stratégiaval
lehet nekiallni, igy Ujabb kihivast jelent, hogy a lehetd legrévidebb id6 alatt a
lehet6 legjobb szintézist kell megtalalni. Nehezitette a fejlesztést, hogy a nagy
kereslet miatt szinte minden alapanyag hianycikknek szamitott, ezért az
alapanyagok beszerzésében jelentds segitséget kaptunk a kinai magyar
kllképviseletektdl és a Kilgazdasagi és Kuligyminisztérium altal mikodtetett
Covid Logisztikatél. Tovabbi kihivast okozott, hogy az eljarasfejlesztéssel parhu-
zamosan kellett megoldani a mindségbiztositashoz elengedhetetlen analitikai
maodszerek kidolgozasat is, amit a Természettudomanyi Kutatékézpont Miszer-
centruma végzett. Az itt kidolgozott analitikai mddszerek nem csak a fejlesztési
projekt szereplOit segitették, de hozzadjarultak a Magyarorszagra érkezett
favipiravir hatéanyagtartalmu gydgyszerkészitmények OGYEI altali minéségbiz-
tositdsahoz.

Jelenleg a méretnovelés mar a végéhez kozelit, s6t az is elmondhatd, hogy a
Richter Gedeon Nyrt. mar megkezdte a hatdanyag félizemi gyartasat és a
Meditop Kft. is felkészilt a hatdéanyagbdl torténd készitményfejlesztésre. A
klinikai vizsgalatok tekintetében a magyar készitmény varhatéan mar a nyar
folyaman rendelkezésre fog allni, és célunk, hogy a magyar gyogyszer-készit-
mény vizsgalatara szervezendo klinikai vizsgalat protokolljat szintén még a nyar
folyaman engedélyeztetni tudjuk. A japan Avigan gydgyszerkészitmény klinikai
vizsgalatahoz sziikséges protokollt a japan féllel folyamatosan egyeztetjik és
még a nyar folyaman engedélyeztetjik. Minkét klinikai vizsgalat esetében az a
célunk, hogy a gydégyszerkészitményeket a magyar betegek szamara elérhetévé
tegylk, ha a Covid-19 fert6zés esetleges masodik hulldma eléri Magyar-
orszagot. Amennyiben ezek a vizsgalatok sikeresen zarulnak, Ugy a projektek
nemcsak a magyar betegek gydgyulasahoz jarulnak hozza, hanem a nemzetkozi
k6zosség Covid-19 ellenes erbfeszitéseihez is. A magyar klinikai vizsgalatok
mellett ugyanis még mintegy 20 kiilonb6z0 klinikai vizsgalat folyik, részben az
Eurdpai Unidban, az Egyesilt Allamokban, valamint Azsia orszagaiban. A
magyar vizsgalat része azoknak a nemzetkozi er6feszitésnek, amelyek célja,
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hogy a favipiravir Ujrapozicionaldasaval egy Uj hatékony terapias lehetdség alljon
rendelkezésre a Covid betegek kezeléséhez.

Keserii Gyorgy Miklés a PhD fokozat megszerzését kévetben kutato-
munkajat elébb a Sanofi CHINOIN-ban, majd 1999-tél a Richter Gedeon
Nyrt.-ben folytatta. 2007-t6] 2012-ig a Richter originalis kémiai kutata-
saért felelbs vezetdje volt. 2013 és 2015 kézétt az MTA Természet-
tudomany/ Kutatokozpontjanak volt fo:gazgatOJa 2015-t6l a BME egye-
temi tandra és a TTK Gyogyszerkemla/ kutatocsoportjanak vezetOJe
Osszesen 11, emberi kiprébaldsra keriilt vegyiilet azonositdsdban vett
részt, 21 szabadalomban szerepel feltalaldként. Hozzajarult az anti-

; pSZIchot/kus hatdsu Cariprazine felfedezéséhez, amelyet az Eurdpai
Unloban és az Egyesu/t Allamokban is engedélyeztek. A gyogyszerkem/aban elért eredményeiért
2014-ben Overton-Meyer dijjal tiintették ki. 2016-ban a Royal Society of Chemistry ‘Fellow’
tagja lett. 2019-ben az MTA levelezl tagjanak valasztottak.
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EGY COVID-19 PROJECT SZULETESE

Ovadi Judit
Természettudomanyi Kutatokézpont
Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Miutan megjelent egy 0sszefoglalé cikklink a Cells MDPI folydiratban: Olah et al.
(2020) ,Microtubule-Associated Proteins with Regulatory Functions by Day and
Pathological Potency at Night” (doi:10.3390/cells9020357); szintén felkérésre
egy kutatasi cikket kildtlink be kozlésre, mellyel kapcsolatban a kdvetkez6
valasz érkezett 2020. marcius 13-an Frankie Yang, Section Managing Editor-tél:

Dear Professor Ovadi,

Thanks again for your submission (cells-758001) ,Hindrance of Proteolytic
Degradation of Alpha-Synuclein Complexed with TPPP/p25 Related to Parkin-
sonism”. On behalf of Editorial Board Members, I would like to take this
opportunity to ask if you are interested in Guest Editing a Special Issue related
to ,Microtubule” or other topic related to your research interest (describing some
details).

Ez éppen a koronavirus felbukkanasanak idépontjaban volt (marcius kézepe); a
pandémia felmerllésének félelme, az akkori allapotok késztettek arra, hogy
felkutassam a koronavirus vélt/remélt kapcsolatat kutatasi teriletiinkkel. A
kutatas pozitiv eredményét tiikrozi a projekt cime: ,,Challenging to Evolve the
Impact for the Connection of Coronavirus and the Cytoskeleton
Microtubule Network", melyet a folyoirat illetékesei érdekesnek (hot topic)
talaltak, igy néhany napon belil a projekt kihirdetése megtértént.

Kiemelenddnek tartom, hogy a szamos ismert gydgyszermolekula rengetegének
tesztelése mellett, az ismert anti-cancer molekuladk vizsgalata kiilonés figyelmet
érdemelne, melynek részletei a rovid osszefoglaldoban is megjelennek (ezen
javaslatomat Jakab doktornak, mint a Covid téma feleldsének elkildtem).

A projekthez csatlakozé kollégak kéziratanak bekiildését iidvozoljiik. A
bekiildéssel, elffogadassal és publikalassal kapcsolatos informaciok:

https://www.mdpi.com/journal/cells/special issues/microtubule COVID-19
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CELLS MDPI: Special Issue Information

Dear Colleagues,

The sensing, integrating, and coordinating features of the eukaryotic cells
are achieved by the significant contribution of the complex ultrastructural arrays
of the cytoskeletal filamentous systems including the multifunctional
microtubule network. The highly dynamic microtubule system, built from alpha-
and beta-tubulin heterodimers, displays both physiological and pathological
functions controlled by its decoration with posttranslational modifications and
proteins/enzymes. Defects of these complex, highly controlled processes result
in cell death and abnormalities leading to distinct diseases such as neurological
disorders and cancer.

Recently the spreading of a new type of coronavirus, denoted COVID-19,
has been reported. It results in a large number of infected individuals and leads
to typically severe acute respiratory syndromes with significant mortality and
economic impact. The coronaviruses interact with cytoskeleton filaments (i.e.
microtubules and actin), which promotes their internalization into host cells,
which is a critical step in viral pathogenesis; no approved vaccines and valuable
therapies have been established so far.

The infection of the RNA coronaviruses has been described, involving the
interaction of the cytoplasmic tail of the coronavirus spike protein with
cytoskeletal proteins such as tubulin. The spike proteins mediate host-cell-
attachment and virus entry. The microtubules are likely key players in the
transport and assembly of spike proteins into virions during the coronavirus
replication cycle. The VIRUS-VIRION transmission is a key phase of the infection.
In fact, while the virus is a distinct biological entity, the virion is the infectious
particle that is designed for transmission of the nucleic acid genome among host
cells. This complex process remains elusive; however, the active involvement of
the cytoskeleton in the hijacking of the cells infected by the viruses has been
supported by the following observation: targeting of the cytoskeleton with
tubulin inhibitors reduces the viral load. Thus, a potential treatment of
coronavirus-infected individuals with anti-microtubule agents might be effective.
A number of drugs applied in cancer therapy destruct the basic features of the
microtubules: dynamism and stabilization. While the vinca alkaloids result in the
disassembly of the microtubule network, paclitaxel stabilizes the microtubules
causing the arrest of the chromosome segregation, which leads to the abolition
of cell division. These issues are of high impact in chemotherapy medication;
therefore, it could be hypothesized that agents with this or similar characteristics
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may counteract the microtubule-derived virus infection/transmission.

The preparation of a Special Issue of Cells, related to the effect of
coronaviruses at cellular level, is in progress. This Special Issue focuses, in
addition, on the microtubule-derived coronavirus infections at molecular and
atomic levels as well. These issues are supported by the recent data; namely,
the virus has been isolated and its 3D structure has been determined.

At present, it is clear that the scientific world has been making significant
efforts for the development/improvement of vaccines and therapeutic
treatments of this human disease. This Special Issue could effectively contribute
to the development of an anti-COVID-19 strategy by the identification and
validation of specific drug targets as an initiative followed by the mapping of the
interconnected region of the COVID-19 and microtubules. Although this project
focuses on the microtubule system, its interconnection with the other
filamentous systems of the cytoskeleton may influence its COVID-19-related
functions. Potential topics of this Special Issue also include the structural and
functional characterization of the assemblies of virus/virions with the cyto-
skeletal filaments as well as the selective influences of the assemblies, and the
establishment of potential drug-like molecules.

Prof. Judit Ovadi
Guest Editor
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A TOJAS-VIRTUSTOL A TOJASVIRUSIG

Graf Laszlo
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék

A 80-as évek elejétdl szokasos csaladunkban a tojas-virtus. Gyermekeinkkel,
Lacival és Jennyvel vidam husvétokat éltliink at. A program fénypontja a tojas-
virtus volt. Nagycsutortoktdl kezdddben készlltliink a keménytojasok festésére
és diszitésére. Magam vezettem ezeket a foglalkozasokat, melyek soran az
egyszer( festéseken tullépve egyre fantdziadusabban dekoradlt tojasokat
allitottunk el6. Egy izben fémpénzekkel teleragasztott, maskor aprészegekkel
slindisznédsitott tojasok készlltek, majd kristalycukorral hintettik meg a
ragasztoval bekent tojasok felszinét. Versengéssé fajult a jaték, a legszelle-
mesebb tojas alkotdja dijat nyert. Legnagyobb sikerem az a tojas volt, melyet
frissen levagott szakallam szérzetével egy kis sz6rmok allatta, mint kiderdlt,
denevérré alakitottam. Eszembe nem jutott, hogy ennek még kdvetkezménye
lehet.

Aztan felnGttek a gyermekeink és jatékos kedviink lelohadt egy idore. Ez év
marciusaban azonban ujra éledt. Fiunk gyermekei, Blanka és Lelle jatékos korba
kerlltek, és Laci fiunk felélesztette az egy generaciéval korabbi tojas-virtust.
Harmasban 0Osszedllitottak az év tojasat, a tojasvirust. Ezt kaptam locsold-
tojasként. Szerencsére vak tojas volt.
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LOCKDOWN, AVAGY HOGYAN LETTEM HAZTARTASBELI

Bay Péter
Debreceni Egyetem, AOK, Orvosi Vegytani Intézet

Marcius 11-én délel6tt kérdeztek meg a kollegaim arrdl, hogy tényleg bezarjak-e
az egyetemet és vellik mi lesz: munka, szabadsdag, fizetés? Mire itt tartottunk,
Olaszorszagban mar javaban tombolt a jarvany és kifeszlilt az egészségligy. A
meglepb kérdést lelltlink megbeszélni egy rogtonzott laborgyllésen, hiszen a
hallgaték kitiltdsa miatt hirtelen ,rengeteg” idonk lett kutatni, de mas
orszagokbdl kiindulva, kijarasi tilalom és ledllas is varhatd volt kés6bb, ami
komoly dilemmat okozott. Megbeszéltiik, hogy milyen elvek mentén tervezziink
kisérleteket, illetve ha szikséges és ledllunk, akkor hogyan kell leallni
(fertOzésveszélyes anyagok, sejtek, egerek, hosszi tavu kisérletek,
fogydeszkozok allokaldsa és az ehhez hasonld problémak). Mindenkivel
atnéztiik, hogy milyen feladatot tudnak majd otthonrdél végezni, kezdtik szokni
a home office fogalmat. Lelassultunk.

A kovetkez6 héten bezartak az iskolak és d6vodak. Harom fid apukajaként
hazahoztam a filuk dolgait és berendezkedtiink az otthonrdl tanulasra. Aki
csinalta, megerésitheti, hogy érték meglepetések az embert, de par nap alatt
hozzaszoktunk. Az iskolai feladatokat gyakran tarkitotta telefoncsorgés, mert a
labor is menet kdzben allt at. Prébaltam segiteni egy itt €16, angol anyanyelvi
kollégat, hogy jobban kiismerje magat a mindannyiunk szdmara ismeretlen
helyzetben. Az egyetemi (gyintézésben Uj iratkezelési rendszer allt fel, ami
kevesebb személyes kontaktust igényelt. Az egyetemen minden feladathoz két
helyettest kértek, igy lettem az intézetvezetd egyik helyettese - és 6riilok neki,
hogy nem volt sziikség rd, hogy helyettesitsek. En is kineveztem a sajat
helyetteseimet és ez haladt elére addig, amig az allathazi gondozdéknak is lett
két helyetteslik. Készllt terv arra is, mi térténjen az allatallomannyal, ha ellatasi
zavarok Iépnek fel. Az intézetben lgyeleti rendet alakitottunk ki.

Elkezdddott az egyetemi oktatas online formara atallitasa is. Szerencsére a
Debreceni Egyetem e-learning fellilete jo alap volt ehhez. Lehet6ségként
felmerilt, hogy az el6adasokat éloben meg lehet tartani Zoom-on abban az
idopontban, amikorra az eldadas ki volt irva, vagy el6 tudjuk narralni. Az eld
narralast valasztottam, a jarvany elején nem lehetett el6re kiszamitani, hogy
fog lezajlani a jarvany: nem Kkerllink-e karanténba, leszliink barmiért
akadalyoztatva vagy egyszer(lien a gyerekeket kell felligyelni. Szamomra nagyon
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furcsa érzés volt egy mikrofonnak beszélni, hidnyoltam a hallgatésagot, nem
tudtam alkalmazkodni az igényeikhez. A kollégak egy jo része az él6 Zoom
el6adas mellet dontétt. A szemindriumok él6ben zajlottak, sét, a hallgaték
kérésére, a szeminariumok lebonyolitasahoz két oktatdra lett sziikség, egyikik
,vitte a showt”, beszélt, a masik oktatd pedig a chat ablakban beérkez6
kérdéseket valaszolta meg. A gyakorlatokat, ha lehetséges volt, demonstra-
cioként online bemutattak vagy elhalasztottdk. Az orvosi egyetemek fels6bb
évfolyamain komoly kérdésként merilt fel, hogy lehet majd pétolni a hallgatoé-
beteg taldlkozadsokat igénylé gyakorlatokat. A jarvany kezdetén nehezen
megvalaszolhatd kérdés volt, milyen modon indulhat el majd a kévetkez6 tanév
a magyar és a kilféldi hallgatok szamara.

A kijarasi korlatozasok bevezetésekor a labor nedves kémiai munkajanak dontd
részét ledllitottuk és életbe lépett az otthonrdl térténd munka. Egyszerd
egyeztetési feladatok is korilményessé valtak, email, telefon, Zoom. Mindezt
ugy, hogy el tudjon bujni az ember a gyerekek eldl, de igy is rendszeresek voltak
a megjelend gyerekek a megbeszéléseken, vagy a szll6k Tourette-szindromaja
a telefonban. Mindezek ellenére tobb kozleményt sikerilt benydjtanunk és ezek
k6zll azéta néhdanyat mar el is fogadtak. Nagyon biszke vagyok a gyors és
megfeszitett munkaval elkészitett ,position paper” kozleménylinkre a PARP
inhibitorok alkalmazhatésagarél Covid-19-ben a British Journal of Pharma-
cology-ban [1], amelyet Helyes Zsuzsa professzor asszonnyal (Pécsi Tudomany-
egyetem) és brit kollégakkal egydtt irtunk. Hatalmas élmény volt latni, ahogy a
kutaték gyorsan és hatékonyan fognak Ossze a jarvannyal kapcsolatos
kutatdsokban, sét, a folydiratok is expressz kezelték a kéziratot. (A magyar
Covid-19 kozleményeket a https://instantscience.hu/2020/04/29/covid-19-
kutatas-magyarorszagon/ honlapon taldlhatdk.) Az elsé ijedtség utan par héttel
kis |étszamban Ujraindult a nedves kémiai munka is, és az ido eldrehaladtaval
szépen nott a dolgozdk létszama is.

Nemrég kezdtik megszervezni a nyari vizsgaid6szak torténéseit, amihez a
Tanulmanyi és Vizsgaszabalyzat mellett az Intézményi Védelmi Bizottsag
ajanlasait is figyelembe kell venni. A vizsgak soran maszkot kell hordani, a
szbbeli vizsgak soran pedig plexifal kerll a vizsgaztaté és a vizsgazo kozé. A PhD
hallgaték félido vizsgdjanak a lebonyolitasa is hasonldan fog lezajlani.

Mindekozben zajlott az online oktatas az alapfoku és kozépfoku intézmények-
ben. En pedig itthon gondozom a gyerekeket, tanulok velik, a fennmaradé
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idoben pedig fejvesztve prébalok felnéni a kutatasi és egyetemi feladatokhoz. A
labor Ujra teljes Gzemben miikddik, csak a laborgy(iléseket tartjuk este, amikor
a gyerekes kollégak is be tudnak jonni, mert van, aki vigyazzon a gyerekre.

Irodalomjegyzék

[1] Curtin, N., Banyai, K., Thaventhiran, J., Le Quesne, J., Helyes, Z., Bai, P.
(2020) Repositioning PARP Inhibitors for SARS-CoV-2 Infection (Covid-
19); A New Multi-Pronged Therapy for ARDS? Br ] Pharmacol, doi:
10.1111/bph.15137.

Bay Péter 2000-ben végzett a Debreceni Egyetemen biologus-biokémi-
kusként. PhD fokozatat a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi
Karan szerezte Dr. Virdg LaszIld témavezetésével, szabad gydk indukalt
karosodasi modellek vizsgéalataval. Posztdoktori idészakét Strasbougban
toltétte az Ecole Supérieure de Biotechnologie Strasbourg (ESBS) €s az
Institute de Génétique et de Biologie Moléculaire (IGBMC) intézetekben
Gilbert de Murcia, Josiane Ménissier-de Murcia és Johan Auwerx iranyi-
tésaval. Itt kezdett el a poli(ADP-ribéz) polimerdz enzimek metabolikus
szerepével foglalkozni. 2014 ota az MTA Lendilet programjanak részt-

s

: / . mikrofiéra kézti Osszefliggések vizsgalata. 2001-ben Pro Scientia emlék-
{ / /2 éremmel, 2015-ben Bolyai-plakettel, 2016-ban a Francia Kéztarsasag
/- ‘ Akadémiai Palmarendjének lovagi fokozataval tiuntették ki. 2018 dta

-/ egyetemi tanar.
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A HOME OFFICE KOZOS/MEGOSZTOTT MAGANYA

Benyhe Sandor
Szegedi Biologiai Kutatokozpont
Biokémiai Intézet

A Covid-19 felbukkandsa szd szerint atirta legtébbliink életét. Ez a rovid
beszamold egy korosodd kutaté személyes tapasztalatain alapul. A megtiszteld
felkérés elfogadasat kovetéen azon t(inédtem, vajon mirél és mit is kellene
irnom? Minta, azaz kiinduldsi pont tobb is akad: Dosztojevszkij Feljegyzések az
egérlyukbdl, Daudet Levelek a malombdl, Pésfai Gyorgy Tull dr intenziv élete,
vagy éppen elédink, Elédi Pal Levelek Tennessiee-b6l. Csakhogy az ilyesmikhez
vena literata kellenék, nekem pedig csupan krénikus visszértagulatom van.

A 2020-as év legnagyobb, egyben legaggasztébb szenzacidja volt a soknevi
RNS virus felbukkanasa és gyors elterjedése. A Covid-19 (nevezik SARS-CoV
2-nek is) minden valdszinliség szerint zoondzis utjan fertézte meg az
embereket, nagyon gyorsan elterjedt és ijesztéen magas morbiditast és
mortalitast okozott. Noha kapcsolatba hoztdk kigydkkal és tobzoskakkal is, de
bebizonyosodott, hogy a virusgazdak denevérek.

Az SZBK vezetése idében dontott, még a kormanyzati intézkedések megkezdése
el6tt korlatozta a hatvan éven fellli munkatarsak belépését. Aztan a pandémia
kihirdetése utan tovabbi korlatozasokat kommunikaltak és vezettek be. A
veszélyhelyzet életbe |épésével 6sszhangban viszonylag gyorsan és zdkkend-
mentesen alakult ki az otthoni munkavégzés gyakorlata. A laboratériumok sem
alltak le, kollégaink megszervezték az izoladlt, de mindenképpen sziikséges
munkafeladatok elvégzését (allathaz, sejtkulturak folyamatos fenntartasa és
egyéb, a minimalis miikodéshez rendelhet6 tevékenység).

A Biokémiai Intézet heti rendszer(i szeminariumi nem maradtak el, hanem egy
sikeres proba utan online mddon folytatddtak csiatortokonként. A videokonfe-
rencidk lebonyolitasara a Zoom platformot valasztottuk és jelenleg is hasznaljuk
annak ellenére, hogy menet koézben adatvédelmi és biztonsagi kifogasok is
felmerlltek. Eseményenként Ugy 60-70 személy csatlakozik, ami az intézet
kutatodi létszamat jol reprezentdlod részvétel.

Vilmos Péter (SZBK, Genetika Intézet) a sajtdoban is megjelent kezdemé-
nyezéséhez csatlakozva (https://qubit.hu/2020/03/31/egy-pofonegyszeru-es-
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olcso-rutinmegoldassal-napok-alatt-le-lehetne-tesztelni-a-teljes-magyar-
nepesseget) a Biokémiai Intézet két rendszerbiolégusa, Kintses Balint
fomunkatars és Tengodlics Roland, tovabba egy molekularis neurobioldgus, Téth
Melinda kollégank azon faradoznak, hogy a koronavirus kutatasi célbdl vald
gPCR alapu kimutatdsat precizebbé, elemszam-gazdagabba, jol reprodukal-
hatdva és végso soron egyszerlibbé tegyék.

Horvath Péter intézeti igazgatonk és csoportja (BIOMAG: Mikroszképos
Képfeldolgozé és Gépi Tanulasi Csoport) elméleti és kisérletes megkozelitések
otvozésével Covid-19 szeroldgiai teszt kifejlesztésén dolgozik a mesterséges
intelligencia csatasorba allitdsaval és egy-sejt mikroszkdpia segitségével.

Ha mar volt 6tvozés az imént, akkor hozzateszem, hogy munkacsoportom
nyombégombos kémikusa Otvés Ferenc in silico mddszerekkel modellezi a
pandémiat okozé SARS-CoV-2 koronavirust felismerd receptorok és szamos
|étez6 gydgyszermolekula kélcsdnhatasait, hatha a dokkolt ligandok valamelyike
kompetitiv antagonistanak mutatkozna, igy eredményesen gatolhatna a virus-
gazdasejt kotddést.

A Szamitdgépes Rendszerbioldgia Csoportbdl (vezetdje Papp Baldzs) Ari Eszter
bioinformatikus és evollciéd biolégus kollégandénk az éppen most fert6zo
koronavirus genomok filogenezisét elemzi, hogy rekonstrualhassuk a kérokozé
virus partikulumok térbeli és id6beli terjedését, valamint rokonsagi viszonyait,
illetve genetikai valtozékonysagat.

Nemcsak megértettiik hogy milyen is a tdvmunka, hanem egydtt éltlink és élink
vele. Elfogadtuk és mikodtetjik. PhD védések, komplex vizsgdk, szeminariu-
mok és intézeti tea (=igazgatdi tajékoztatas) folytak és folynak webes
csatornakon keresztlil. A drotposta és a mobiltelefon tovabb erlOsithette az
elektronikus kommunikaciét. Mehetett a cikkiras is, ezerrel. A kutatékdzpont
egészében és a Biokémiai Intézetben is az igazgatoktol kapott tajékoztatas
alapjan kijelenthetjik, hogy a karanténos-tdvmunkas periédusban a kutatdi
publikacidés aktivitds nemhogy ledllt volna, hanem ,szarnyakat kapott”.
Behalézott vildgunkban igy mikoédott a home office. Nem délhetliink azonban
hatra, mert a virus még kozoéttliink van, mondhatndk a Covid-19 élt, él, élni fog...
Csak ne legyen aramszlinet!

FGigazgatdi rendelkezés értelmében junius 2-an Ujraindulnak laboratériumaink
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Benyhe Sandor

és folytatdodik a kutatdmunka, bar bizonyos korlatozasok a személyes
kontaktusok lehetdség szerinti minimalizaldsa okan érvényben maradnak még
egy ideig. Mit mondjak, mar nagyon hianyzik a csoport, a labor, az intézet
megszokott létezése. Az elGvigyazatossagi SZBK karanténnak egyel6re annyi.
Ne is j6jjon Gjra! Legyen inkabb JUK, igy, pontos jével, azaz ,juniusban Ujra
kezdjuk”.

témavezetdje volt.
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Benyhe Sandor az SZBK Biokémiai Intézetének tudomanyos tandcsaddja,
az MTA doktora. Csoportvezetd kufaté a Neurobioldgiai Egységben, az Opi-
oid Receptor Csoportot iranyitja. Erdeklédési teriilete a G-protein kapcsolt
receptorok valtozékonysaga, az opioid €s a kannabinoid receptorok hete-
rogenitasa, neurokémidja és ligandkété mintazataik tanulmanyozasa., Az
utobbi idében bifunkcionalis receptor-ligandok kutatasfejlesztésével és a
neuropeptidek evolucios diverzitasanak kérdéseivel foglalkozik. Részt vesz
az International Narcotic Research Conference és az European Neuropeptide
Club tudomanyos kéz6sségek miikédésében. Az SZTE négy doktori iskola-
Jjaban tevékenykedik, eddig kilenc PhD fokozatot szerzett doktorandusz
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FOTOAKTIV FEHERJEK KARANTEN IDEJEN

Lukacs Andras i
Pécsi Tudomanyegyetem, AOK
Biofizikai Intézet

Amikor januar elején egykori kollégam beszamolt arrél, hogy 0k Kinaban jo ideje
karanténban vannak, (naiv médon) fel sem merilt bennem, hogy ez velink is
megtorténhet. A SARS annak idején ijeszté volt, de végll magatdl megallt, a
virus komolyabb tarsa (pl. MERS) el sem jutott hozzank. Februar kdzepén még
részt vettink az Amerikai Biofizikai Tarsasag konferencidjan, és a nyari
melegben, az 6cean parton sétalva fel sem merilt bennliink, hogy lesz harom
honap, amikor szinte semmilyen sétara nem lesz maéd, illetve bizonytalan ideig
repllére sem szallhatunk.

Kollégaim szamara és szamomra a fordulat akkor kovetkezett be, amikor
marcius 12-én, csitortékon az Osszes magyarorszagi egyetemet bezartak.
Nekem csak irodalmi és filmes élményem volt arrdl, hogy egy tanév egyszer
csak megszakad: Szabd Magda Abigéljének emlékezetes jelenete, amikor
bejelentik, hogy a tanév a kdvetkez6 héten véget ér. Mi persze egy pillanatig
sem szamoltunk azzal, hogy a tanév véget ér, de arra sem, hogy a tanév végéig
nem latunk éloben didkot. Az els6 napokban azt hittlik, hogy &prilis végén
visszatérhet az oktatas és a didkok visszatérnek a vizsgaidGszakra.

Minddssze tiz napunk volt, hogy elinditsunk egy olyan jelleg(i oktatast, amilyet
még sohasem teszteltiink, és amilyenre sohasem késziltiink. Voltak otleteink,
hogy hogyan lehetne tavoktatni, korabban teszteltiink olyan platformokat,
amelyeken kérdéseket tudtunk feltenni a didkoknak, még tesztet is tudtunk
ezeken keresztll iratni (pl. Socrative). Nekem személy szerint volt néhany
videdm is - f6leg termodinamikai kisérletekrdl, mert meguntam a felszerelést
magammal cipelni az egyetem egymastdl tavol es6 tantermeibe - de valdjaban
semmilyen anyaggal nem voltunk készen. Az els6 pillanatban az sem volt
vildgos, hogy az online 6rakat milyen platformon lehetne megtartani, Facebook-
on, Youtube-on vagy van erre valami alkalmasabb platform? Utdlag vicces, hogy
bar majdnem két éven keresztlil részt vettem egy tanulmanyi bizottsag
munkajaban, amelynek az volt a feladata, hogy megtaldlja az optimalis
tanulastamogatasi platformot, a varatlan helyzet gyakorlatilag letarolta az
Otleteket és olyan megoldasok maradtak életben, amelyeket korabban ilyen-
olyan okokbdl még emlitésre mélténak sem talaltunk.
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Mi a Teams mellett dontottiink Ggy, hogy én példaul korabban csak annyira
ismertem, hogy a szamitogép elinduldsaval parhuzamosan ez is elindult. Néha -
amikor lekapcsoltam - elgondolkodtam rajta, hogy mire is jo. Marcius kdzepén
kevesebb, mint egy hét alatt kiderilt, hogy a rendszer gyakorlatilag mindent
tud, amire neklink szlikségiink lehet: online megbeszéléseket lehet rajta tartani,
prezentacidkat lehet bemutatni, feladatokat tudunk kiadni és értékelni, rdadasul
sokkal kovethetobben, mint offline Gzemmoddban. Miutan tehat elddlt, hogy
milyen platformon fogunk oktatni, felmertlt a sokkal fontosabb kérdés, hogy
hogyan fogunk oktatni. Az Ugynevezett frontalis 6rak - vagyis az el6adasok és
szeminariumok — esetében ezt viszonylag kdnnyebben meg lehetett oldani, de
nagy kérdés volt, hogy hogyan fogunk példaul gyakorlatokat tartani a m(iszerek
és mérések nélkll. Attél tartva, hogy a kévetkez6 héten mar nem johetiink be
az oktatdi laborokba - erre véglil nem kertlt sor - egy utolsé nekirugaszkodas-
sal marcius 19-én, péntek délutan az Osszes gyakorlatot lemértiik, a m(isze-
rekrdl, a mérésekrdl fényképeket készitettlink, ezeket kaptdk meg a didkok a
kovetkez6 hetekben a feladatok soran.

1. abra. Lukacs Andras a Frank-Hertz kisérletrdol fényképeket készit.

Az online oktatas mellesleg sokkal tobb pozitiv eredményt hozott, mint amire
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szamitottunk, vagy ahogyan azt reméltiik. Oridsi pozitivummal zarult a félév
azaltal, hogy koézel szazéranyi eldadasanyagot vettiink fel. Ezt régota terveztik,
de senki sem remélte azt, hogy ezt ilyen gyorsan tet6 ald hozzuk. Mindemellett
a didkok a legtobb esetben pontosabban és gyorsabban végezték el a
feladataikat, mint a szokasos kontakt 6rak soran. Az a helyzet, hogy sajat
maguk gazdalkodhattak az idejikkel a toébbségnél pozitiv befolyassal birt, és
gyorsabb és pontosabb munkat végeztek. Ez az Osszeszedettség a vizsgakra
valé felkésziilésben is meglatszott, a legtébb didk nagyon jol és 6sszeszedetten
felkészllt a vizsgakra, amelyeket tovabbra is online médon végziink.

You are viewing Andras Lukdcs' screen
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2. abra. Photoactive proteins Super Zoom meeting.

Az oktatasi kreativitas felszabadulasa mellett a karantén természetesen negativ
hatassal volt a kutatasi aktivitasunkra. Amellett, hogy az online oktatas az
0sszes idOnket elvitte - mint kiderllt egy éra eléadashoz mintegy négy ora
készllésre van szikség - a kijarasi korlatozas idején fel sem merilt, hogy a
kisérleteket folytassuk. Ennek megfeleléen hat hét karantén és online oktatas
utan ugy éreztem magam, mint aki Ujra levegbhoz jut, amikor részt vehettem
egy, a New York-i Stony Brook Egyetem altal Zoom-on szervezett workshop-on,
amelynek témakodre sajat kutatasi terliletem, a fotoaktiv fehérjék kutatasanak
volt szentelve. A workshop szervezése még tavaly Osszel elkezdddott, de a
jarvany és a karantén teljesen meghiulsitotta (volna). James Iuliano baratom és
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régi kollaboraciés partnerem aprilis elején felvetette, hogy ha mar Uugyis
megterveztik a workshopot, akkor ne hagyjuk veszni és tartsuk meg Zoom-on.
Igy rendeztiik meg végiil aprilis 30-an és majus elsején a Photoactive Proteins
Super Zoom workshopot a Berkley, a City College of New York, a Stony Brook
University, a University of East Anglia, valamint a PTE AOK Biofizika Intézet
részvételével.

A (vidéki) kijarasi korlatozas feloldasaval Ujraindult a labormunka is: ilyen
hosszU kihagyas utdan mar mindenki alig varta, hogy ha csak valami egyszer(
dolgot is, de hadd mérjen valamit. Megszerveztiik, hogy egy laborban egyel6re
csak egy ember dolgozzon, voltak, akik a biztonsag érdekében hétvégén
dolgoztak a laborban, igy lassan elkezdtiik felvenni a ritmust.

Id6kozben bekoszontott a vizsgaiddszak is, ami a mi esetiinkben tdbbnyire
zokkenémentes volt, biofizikabdl ugyanis szdbeli vizsgat tartottunk, szintén
online mdédon. Ezen a mddon egy szempillantds alatt megsziintek a terem-
gondok, nem kellett hosszadalmas délutani vizsgakat szervezniink, a didkok
pedig nagyon gyorsan adaptalédtak az Uj rendszerhez.

Lukacs Andras 2007-ben szerzett PhD fokozatot a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karan. 2007-2009 kézétt az Ecole Polytechnique,
Laboratoire d’Optique et Biologie kutatdintézetében volt posztdoktoralis
kutaté, 2009-2011 kézétt a University of East Anglia vegyész karan dolgozott
tudomanyos fémunkatarsként. 2011 ota ujra a PTE AOK Biofizikai Intéze-
tében dolgozik, 2015 ota egyetemi docensként. Kutatdsi terilete a fotoaktiv
fehérjék funkcionalis dinamikajanak vizsgalata ultragyors spektroszkdpiai
modszerekkel., 2013-ban Magyari Zoltan &szténdijas, 2014-2017 ko6zott
Bolyai Janos észténdijas volt. 2017-tél az EFOP 3.6.2 Ultragyors fizikai folya-
matok atomokban, molekulakban, nanoszerkezetekben és bioldgiai rendsze-
rekben cimi prOJekt egyik vezets kutatdja.
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KARANTENBAN?!

Sarkadi Balazs
Természettudomanyi Kutatékézpont
Enzimoloégiai Intézet

Feleségemmel, fiammal, menyemmel és két kisunokaval, egy nagy kertes
csaladi hazban éljik at a vilagtol valo elzartsagot. A kilvildggal e-mailen és
Skype-on kommunikalunk, kihozatjuk a legtébb bevasarolni valdt, esetleg
valamelyikink védofelszerelésben elhatol a legkdzelebbi boltig és megvasarolja,
ami feltétlenll szikséges. Az ido lelassult, az élményeket a szép tavaszi
napokon viragzé fak, a gyorsan cseperedd unokak jelentik, lehet sokat
beszélgetni, zenét hallgatni, kertészkedni, kdnyveket és szakcikkeket olvasni,
vagy régi filmeket nézni. Itthon, nyugdijasként a csalddi karanténban tehat
tulajdonképpen remekiil megvagyok, bar hianyzik a labor és a kisérletes munka
kozvetlen kozelsége, a folyamatos beszélgetések a szakmai tervekrdl és az
eredményekrol.

Sarkadi Balazs orvos, biologus, az MTA
rendes tagja. Tébb évet toltott posztdoktor-
ként, majd kutatoként az USA és Kanada
vezets egyetemein és kutatdintézeteiben. Je-
lenleg a Természettudomanyi Kutatokdézpont
emeritusz professzora, a Semmelweis Egyetem
kutatéprofesszora. Szamos nemzetkozi tudo-
manyos tarsasag tagja, a FEBS volt elnéke, az
Academia Europeae tagja. Kutatdsi terilete
els6sorban a biolégiai membranok szerkezete
és mikédése, kiemelten az ABC tipusu transz-
porterek szerepenek vizsgalata a daganatok-
ban, az Gssejtekben és a gydgyszer-metabo-
lizmusban. Tébb mint 250 kézleménye jelent
meg nemzetkézi folydiratokban, amelyekre
mintegy 15.500 hivatkozas érkezett (h-indexe
66). Témavezetésével végzett PhD hallgatdinak
szama 21, szamos nemzetkézi oltalommal
védett szabadalma keriilt gyakorlati alkalma-
zasra is.

'Sarkadi Balazs Koronavirusrol a karanténbdl cimii irasat lasd a 5. oldalon.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
76



I TUDOS MOZAIK KARANTEN IDEJEN Sziits David

KUTATAS KORONAVIRUS-JARVANY IDEJEN

Sziits David
Természettudomanyi Kutatokoézpont
Enzimologiai Intézet

Felkésziilés

Kutatocsoportunkban mar 2020 eleje 6ta nagy figyelemmel kisértik az Uj
koronavirus (SARS-Cov-2) terjedését. Eleinte nagyon tavolinak tlint a veszély,
de a kinai helyzetrdl rendszeres, masodkézbdl szarmazd beszamoldkat kaptunk
a csoportunkban dolgozé kinai posztdoktortdl, akinek sziileit mar februarban
érintették az igen komoly kijarasi korlatozasok. Reménykedtem, hogy sikerdl
megfékezni a virus terjedését, és elkerilni a sulyos jarvanyhelyzetet Eurépaban.
Azonban ez nem tlnt valdszinlnek, ezért koran megkezdtik a felkészilést.
Legfoként olyan mddon, hogy megrendeltiink mindent, amit a kisérleteinkhez
szikségesnek tartottunk a kovetkezd hdénapokra. Nagy el6relatasunkban még
FFP maszkokat is rendeltliink, de ezeket persze mar nem tudtak leszallitani.

Februdrban még csak az volt biztos, hogy az utazasok érintve lesznek. igy
szandékosan késlekedtem egy tervezett marciusi olaszorszagi tanulmanyut
Hamarosan be is igazolddott, hogy marciusban nem lenne bdlcs dolog Milanéba
utazni. Az események marcius kdzepén, ahogy arra bizonyara mindannyian
emlékszink, felgyorsultak. Az egyik héten még furcsanak t(int szendvicseket
vinni ebédre a TTK étterem latogatasa helyett, a kovetkezd héten viszont mar
be is zart az étterem, és felkészlltiink az otthonrdl folytatott munkara.

Home office

Otthon maradtunk tehat. De hogyan tovabb? A csoport tagjai tobb kategdriara
oszlottak. A bioinformatikai feladatokat végzok zavartalanul folytathattak a
munkat a szerver tavoli elérésével, melyet az intézet informatikusai
biztositottak. Némelyeknek muszaj volt végig vinnitik mar megkezdett és meg
nem szakithatd kisérleteiket, ezért kénytelenek voltak bejarni a laborba. Végil
pedig akinek irnivaléja volt éppen, az nekikezdhetett alaposan. Ez utébbi
kategoria fo képvisel6je a csoportvezetd, akinek valahogy nem lett kevesebb a
dolga. El6szo6r is mar éppen dolgoztunk egy cikk biralatainak megvalaszolasan.
A virushelyzet miatt elvetettiink néhany tervezett kisérletet DNS-sérliléseket

&N

kapcsolatban, és az addig elkészilt munka alapjan megirtuk a javitott verziot.
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Bizonyos mértékben a koronavirus-helyzetre is hivatkoztunk magyarazat-
képpen, amiért nem ismétlink meg minden egyes kisérletet az 6téves munkabdl
egy Ujabb kontroll jelenlétében, de alapvetéen igyekeztiink tudomanyosan
alatdmasztott érvelést alkalmazni. Ez nem hatotta meg a harmadik lektort (a
hirhedt ,reviewer 3”), aki az els6 kérben megkritizalt és megvalaszolt kilenc
tételen tul a masodik kérben Ujabb huszonét kifogdsolni valé dolgot taldlt a
kéziratunkban. De mikbdzben reviewer 3 szorgos munkajat végezte, sikerllt
befejezni és bekilldeni egy Uj kéziratot is platinavegylletek mutagenikus
hatdsardl. Ennek lektorai kevésbé szorgosak, igy még varjuk a véleményiiket.

A munka szervezése

Az otthoni munkavégzés egyik f6 akadalya az interakcié hianya. A laborban
rendszeresen tartunk csoportmegbeszéléseket, és emellett is folyton meg
tudjuk nézni egymas eredményeit, el tudjuk mesélni a legfrissebb otleteinket,
feltenni aktuadlis kérdéseinket. Mindehhez at kellett allni valamilyen online
platformra. Egyszerli megoldasként a Skype-ot valasztottuk. Megtartottuk a
szokdsos heti egy csoportmegbeszélést és egy cikkreferalast (journal club). Az
idopontokat az iskolakhoz kellett hangolni, hiszen a digitalis oktatas online 6rai
a sziloket és a komputereket is igénybe veszik. Tovabbi férumként az igy
0sszehozott hivasok chat ablakat hasznaltuk, hasznaljuk, amelybe barki
barmikor beirhatja a legfrissebb gondolatait, beklildheti az Ujonnan taldlt
relevans cikkeket, és mindenki mdas azonnal meg is nézi az okostelefonja
csipogdasatol vezérelve. Kivald megoldasnak bizonyult, mar sokkal kordbban be
kellett volna vezetni - e-mailen nem lehet hatékonyan elérni a fiatalokat! A
rendszeres taldlkozasok kivaltasara arra is megkértem a csoport tagjait, hogy a
hét elején kildjenek egy munkatervet, és a hét végén irjak meg, hogy ebbdl mi
sikerult.

Laborkisérletek

Bizonyos kisérleteket mindenképpen folytatni prébaltunk. A mutagenezis
mechanizmusait vizsgdléd kutatdsunkban sok hosszU tavl sejttenyészetes
kisérletet alkalmazunk, amelyekben az id6ére a mutacidk akkumulalédasahoz
van szlkség. Még a jarvany el6tt inditottunk egy korulbelldl harom hénapos,
rendkivil munkaigényes és nagy koltségvetésl kisérletsorozatot. Ezt egy
kolléga hésies munkadjaval és sok aggodalmas tomegkozlekedésével sikerllt
tovabb vinni a teljes jarvany alatt, bar volt olyan idészak, amikor kétségesnek
tlint a sikeres befejezés. Emellett a helyzet enyhilésével elkezdtink Uj hosszu
tavl sejttenyészetes kisérleteket is. Ezeket Ugy szerveztik, hogy minél
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kevesebb id6t kelljen a laborban toélteni, és ott lehetdleg ne is talalkozzunk.
Valamilyen rendszeresség(i bejarasra az irodai szobandvényeink 6ntdzése és a
laborbeli gerinctelen allataink etetése miatt is szlikség volt.

Kdlféldi egylittmikédések

A kulféldi kollaboraciés partnerekkel valdé kapcsolattartdst nem érintette
komolyan a jarvany, legfeljebb egymas irodai helyett otthonainkat is megte-
kinthettlik a videdbeszélgetésekben. A kollaborativ munkak valamelyest lassul-
tak, hiszen eurdpai és amerikai partnereink laboratériumai nagyrészt bezartak.
Az utazasok, személyes megbeszélések, konferencidk természetesen elma-
radtak, és a jovOben is varhatéan korlatozva lesznek. A kisérleti munka kiesése
miatt mas csoportokban is a meglevé adatok elemzésére kerilt hangsuly, igy
felmertlt, hogy koz6sen is prébaljunk gondolkodni. Ennek eredményeképpen
szerveztink egy kis online bioinformatikai konferencidt a Cardiff-i Egyetem
kezdeményezésére, brit-magyar-uj-zélandi egylttm(kodés-ben. A kétnapos
konferencian eltelt két hét a két nap kozott, amelyre tényleg csak egy online
konferencia esetében nyilik lehet0ség. Ez az elrendezés frissebben tartotta a
kutatdi elméket, és engedte, hogy az Uj-zélandi kollégak kialudjak magukat a
szamukra éjfél utan véget érd szekcidkat kdvetéen. Az informalis hangvétell
konferencian sok érdekes kozoéletlen eredmény és modszer is elhangzott, és
maris Uj k6z6s projektek indultak.

Visszatérés

Majus folyaman szerencsére latszott, hogy a jarvany lecsengében van. S6ét,
végre elkezdtek megjelenni tudomanyosan értelmezhetd jarvanylgyi adatok,
melyek arra utaltak, hogy soha nem volt sok fert6zott, és azon emberek
tobbsége tévedett, akik fejfajasukat vagy héemelkedésiiket a koronavirusnak
tulajdonitottdk. Igy batrabban lattunk neki a labormunkanak, és majus végére
mar csak akkor maradt a csoport barmely tagja otthon, amikor tényleg nem
akadt kisérleti munkaja. Mas orszagokban is Ujraindult az élet: e sorok irasakor
mar észak-olasz és amerikai ismer6seink is dolgoznak laboratériumi kutatasaik
beinditasan.

Mindezek mellett a virusveszély természetesen nem mult el, és munkankra is
lesz varhatd hosszabb tavu hatdsa. Egyeldre nem tartunk személyes csoportos
megbeszéléseket, hanem még az intézetben levék is tdbb képernyd eldtt
csatlakoznak az online megbeszélésekhez. Ezt a korlatozast kedvezd jarvany-
helyzet esetén talan majd feloldhatjuk. Azonban a koronavirus-jarvany hosszu
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tavu féken tartdsanak kulcsa, legalabbis egy megfelel6 védboltds megjelené-
séig, mindenképpen a tarsadalom megfeleld alkalmazkodasaban rejlik. Remél-
hetbéleg elegendd néhany kdonnyen elfogadhatd restrikcié fenntartdsa, de ezek
k6zott bizonyosan el6keld helyet foglal el a tomegrendezvények korlatozasa. A
tudomanyos kutatast nagymértékben eldsegitd, Uj oOtleteket és (j egyutt-
m(ikodéseket stimulalé konferencidk sajnos ezen kategdridba esnek, igy egy
ideig el kell fogadnunk az online alternativakat. Erdemes az elényodket is nézni:
tobb idonk van a kutatasra, talan tobb idonk jut gondolkodasra, és kevésbé
szennyezzik a kornyezetet sok utazassal (egy kutaté karbon labnyomanak
jelentO0s részét adjak a konferencia-utazasok). Reméljik, hogy a jarvanybdl
tanultakat sikerlil majd hasznositani, és annak elmultaval egy Ugyesebben
berendezett vildgban folytathatjuk munkankat.

Sziits David 2011 ota vezeti a Genomstabilitas kutatécsoportot a Termé-
szettudomanyi Kutatékézpont Enzimoldgiai Intézetében. A csoport a sériilt
DNS replikaciéjanak mechanizmusait és a mutaciok kialakulasat vizsgalja
biokémiai, genetikai és genomikai mddszerekkel, kiilbnds tekintettel a da-

Py Erd
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EGYETEMI ELET A KORONAVIRUS ARNYEKABAN

Villanyi Zoltan
Szegedi Tudomanyegyetem
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék

2020 tavasza az egész emberiséget 6sszehozta. A harc a lathatatlan ellenséggel,
amely képes minden emberhez a kapcsolatain keresztll elérni a futot(iznél is
gyorsabban, megmutatta, hogy senki sem kivétel, a baj barkit elérhet. Az ellene
valo védekezésben pedig egymasra vagyunk utalva.

Taldn legnagyobb problémank a tulnépesedés, ami az allatvildgot sarokba
szoritva, a megszaporodott vadallat-ember interakciék miatt, torvényszerlen
valtja ki Ujabb és Ujabb zoondzisok kialakulasat, amelyek egyre gyorsulé
Utemben csapnak le, és egyre nagyobb méretekben kényszeritik a fékevesztett
emberiséget természetes korlatok kozé. Csak az utdbbi két évtizedben ott volt
a SARS, a MERS, a madarinfluenza, a sertésinfluenza, az Ebola és a Zika, a
legsulyosabbak az allatokrdl atterjedt jarvanyt okozd virusok kozil. Mar ezek
intd jelek voltak. A mostani jarvannyal pedig az egész vilag mikdodése
megtorpant, amire az antibiotikum felfedezése 6ta nem volt példa. Ha a 2020-as
koronavirus-jarvanybol nem sikertl levonni a tanulsagokat és minden visszatér
a régi kerékvagasba, szamithatunk ra, hogy el6bb-utébb jon a kdvetkez6, még
sulyosabb kodvetkezményekkel jard jarvany. Nemcsak kezet mosni, tavolsagot
tartani, maszkot viselni kell megtanulnunk, hanem nagyobb felel6sséggel lenni
egymas és az egész élovilag irant. Lassitani az életlinkdn, tdébbet lenni otthon,
a csaladban, a varosban, az orszagban.

Az elmult harom hoénapban a védekezés melléktermékeként elértik, hogy
tisztabb lett a levegd, lecsdkkent a felesleges fogyasztasunk. Megtapasztaltuk,
hogy élhetdbbek lehetnének a varosok, mindenki nyugodtabb is lenne, ha nem
lennének a reggeli és a délutani dugok. Ha jobban be lenne osztva, ki mikor
megy a munkahelyére, és ott csak hasznos idot toltene, kevesebb lenne a
folosleges fogyasztas és silirgés. Megtapasztalhattuk, hogy vannak feladatok,
amiket otthonrdl is el lehet végezni, és vannak leckék, amiket otthonrél is meg
lehet tanulni. A kozbdsségek elfogaddobbak, ha a tagjai nem naprél-napra
o0sszekényszeritve csak elviselik egymast, hanem ehelyett varjak a valéban
hasznos egydittlétet. Az is jo, ha tdbb id6 jut gyereknevelésre, a csaladra, az
idosek gondozasara. Hogy a hétkdznapokba atliltessiik a jo tapasztalatokat,
csak szervezés kérdése.
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Az egyetemen mar a vészhelyzet el6tt megteremtették a tavoktatas
lehet6ségét. Ehhez az online rendszer Iényegében mar régdéta készen allt, csak
a kapacitasokat kellett nagyon gyorsan kiszélesiteni. Tanszékvezeténk még a
vészhelyzet elGtt 0sszehivott egy oktatdi értekezletet, ahol mar akkor a Pauli-elv
szerint rendezve foglaltunk helyet, olyan tavol egymastol, amennyire csak lehet.
Roviden megbeszéltiik, hogyan tartjuk majd meg az el6adasokat és a
gyakorlatokat, milyen nehézségei lehetnek majd a szamonkérésnek. A
kutatdbmunkaban el6re vettik az adatelemzéseket, a szakirodalmi attekin-
téseket, és elkezdtiink komolyan foglalkozni az eddigi eredményeink 6ssze-
foglalasaval, kéziratba rendezésével. Ez hatarozottan jét tett a kutatasnak,
egyrészt mert sajat munkank Ujragondoldsa Gjabb lendiletet is adott, masrészt
kiderdlt, hol vannak azok a pontok, ahol muszadj tovabbi kisérletes
bizonyitékokat szerezziink. Kisérletezni, ha a tavolsagtartds miatt szigorubb
feltételek mellett is, de szerencsére a veszélyhelyzet alatt is volt lehetdségink.
Az asszisztencia végig m(ikodott, az éleszté és muslica térzseinket gond nélkdl
fenntarthattuk, a legfontosabb kisérleteinkkel haladni tudtunk. Minden kicsit
lassabban, kényelmesebben haladt, ezt azonban nem érzem feltétlendl
gondnak: atgondoltabb munkavégzést tett ugyanis lehetové. Remélem, ennek
eredménye visszakészén majd nemzetkdzi tudomanyos folydiratokban megje-
lend publikacidkban is.

A legnagyobb valtozast és kihivast az életiinkben az elektronikus oktatas és
szamonkérés jelentette. Az azonnali visszacsatolds miatt sokkal kénnyebb
bemenni egy el6adéba vagy egy gyakorldba és a jelen lévo didkoknak orat
tartani, mint 6sszedllitani az online gyakorlati feladatokat vagy el6adasanyagot,
és készenlétben lenni a felmerild kérdések megvalaszolasdhoz. Mivel hosszabb
ideig kllfoldon dolgoztam, nekem személy szerint meg kellett ismerkednem az
online oktatas szinterével is, a Coospace rendszerével, amiben a kollégak
nagyon nagy segitségemre voltak. Le a kalappal a rendszer Gzemeltet6i el6tt is,
akik lehetévé tették, hogy a hallgatokkal torténé kapcsolattartds a megno-
vekedett adatterhelés ellenére is zokkendmentes legyen. A gyakorlatokon
igyekeztiink a didkokat online elérheté adatok elemzésére tanitani. Tébbnyire
minden hallgato jelen volt a gyakorlatok idejében, ezt az adott témaval kapcso-
latos beugrokkal ellendériztiik. Aki akadalyoztatva volt, szorgalmi feladatokkal
potolhatta elmaradasat. A szamonkérés egy kérdésbankbdl véletlenszerlen
Osszesorsolt tesztkérdésekbdl allo feladatsorral tortént, amit a hallgatdk a
gyakorlat ideje alatt barmikor elindithattak. 15 vagy 45 perc alatt kellett
teljesitenitk a tesztet, annak nehézségétdl fliggben. A szorgalmi feladatoknal
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altaldban az els6 harom helyes megfejté kapott 6tdst. Beiktattunk néhany
esszéfeladat is, ahol a legjobban megirt munkakat jutalmaztuk. Igyekeztem
aktudlis témakat bedobni: a hallgatdék terveztek SARS-CoV2 azonositasara
alkalmas primereket, és szorgalmi feladat volt példaul 6sszehasonlitani a
Nature-ben megjelent SARS-CoV2 természetes eredetét bemutatd cikket egy, a
BioRXiv-en megjelent, majd késObb visszavont, a virus mesterséges eredete
mellett kardoskodd kézirattal. Személy szerint — a nehézségek ellenére -
nagyon élveztem az online oktatast, és elégedett voltam a hallgaték szor-
galmaval. A szorgalmi esszé négy gyOztesét a jarvanylgyi vészhelyzet elmul-
taval egy kutatdi szeminariumra invitdljuk és egy laborlatogatds megszer-
vezését helyeztiik szamukra kilatasba, ahol lehet6ségik lesz elbeszélgetni az
akadémiai palyan tevékeny kutatdkkal. Ez hasznos lehet az allaskeresés el6tt
allé hallgatéknak és az esetlegesen motivalt munkaerot keres6 laboroknak is. Az
online oktatasnak tehat mindenképpen nagy elénye volt, hogy ezen a mddon a
kiemelked6 képességl hallgatdkat szorgalmi feladatokkal sokkal jobban lehetett
0szténdzni, mint korabban. Tapasztalatom szerint jobban meg merték mutatni
magukat, ugy latszik, tantermi kortlmények kozott sok hallgatd kerdli a
felt(inést.

A technikai fejlettség jelenlegi fokan, az intelligens eszk6zdk koraban nagyon
aktuadlis az a kérdés, hogy jelenlegi iskolarendszeriink keretei kdzott életszer(,
hasznalhatd, a gyorsan valtozd munkaerdOpiaci igényekhez gyorsan adaptalédo
tudast, kompetencidkat adunk-e a didkok, hallgatdok kezébe. Oktatassal kap-
csolatos el6adasok visszatéré témaja az a visszassag, hogy a didkjainkat az
altaldnos iskola els6 osztalyatél kezdve minél kiterjedtebb lexikalis tudas
megszerzésére 0sztondzzik, szamonkéréskor nem leshetnek, nem sughatnak,
azaz lényegében nem dolgozhatnak egyitt. A nagybet(s életben ezzel szemben
a kollégaikkal valé egyittmikodés elvards, a problémak megoldasahoz pedig
barmit haszndlhatnak. Ezek az életszagu korlilmények most az online feladatok
megoldasdhoz is megadattak, Gditd volt latni, hogy a hallgaték segitettek
egymasnak, jol éltek a vilaghdlé nyujtotta lehet6ségekkel is. Fontosnak
tartottam, hogy keressék egymas tarsasagat ezekben a szocialis szempontbdl
ingerszegény idokben. A feladatok kreativ megoldasokat igényeltek, az 6rom az
ehhez vezet6 Ut volt, amiben megengedett volt az egyiitt gondolkodas. Minden
gyakorlaton, minden el6adason biztositottunk lehetdséget a hallgatdoknak
személyes vided-megbeszélésre is. Ezektdl mindig tartottam egy kicsit, mert a
csaladban két altalanos iskolas van, a feleségem irodaja is a lakasban kerilt
kialakitasra. Kénnyen kertlhettem volna hasonld cipdbe, mint a BBC kozel-keleti
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tuddsitdja, akinek egy él6, komoly témaju videdbejelentkezése soran egy
bébikompos és egy totyogd kisgyereke robbant be hirtelen a home office-aba,
mogottik egy, a helyzet elharitdsaban kudarcot valld, riadt anyaval. Ez persze
tulzas, mindenesetre 6rilok, hogy a készenléti 45 percben senki sem huzta le a
WC-t. Osszefoglaldan: a nehézségek ellenére az online oktatads oktatéi oldalrdl
nézve sikerrel zarult. Remélem, ez a vizsgaeredményekben is megmutatkozik
majd!

A szerz0 kutatdsait a koronavirus-jarvany alatt is a Bolyai Janos Kutatasi
Osztondij és a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacids Hivatal UNKP-19-4-
SZTE-118 szamu 0sztdndija tamogatta.

Villanyi Zoltan a Szent Istvan Egyetemen szerzett agrarmérndk diplo-
mat 2004-ben, szakdolgozatat Prof. Dr. Orosz LaszIlo laboratériumaban
készitette. 2008-ban az SZTE Multidiszciplindris Orvostudomanyok
Doktori Iskoldjaban szerzett PhD fokozatot Prof, Dr. Szabad Janos
tanitvanyaként. A Genfi Egyetem Orvostudomanyi Kardan &t éves
posztdoktori idbszakot toltott 2011-t6l, amelyet két év adjunktusi
munka kévetett Prof. Dr. Martine Anne Collart laboratériumaban. 2019-
t6l az SZTE Biokémiai és Molekularis Biolégiai Tanszék adjunktusa, Prof,
Dr. Boros Imre Miklds csoportjaban dolgozik. Kutatasai a kilénbézé
genexpresszms lépések kézott fellépb szabalyozo folyamatok felderité-

sére iranyulnak.
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KARANTEN ROMABAN

Bernath Sandor
FontaMed Tanacsado Kft.

A 2019 végén feltlint SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) altal okozott sulyos akut |égzdszervi megbetegedés (Covid-19)
hetek alatt a vilag tobb mint 100 orszagaban terjedt el, mikézben 2020. februar
25. és 29. kozott csak 46 Covid-19 esetet regisztraltak Eurdpa, Afrika, Eszak-
és Dél-Amerika 21 orszagaban [1]. Olaszorszag kezdettdl a jarvany epicentru-
manak szamitott Eurdopaban, ami klilondsen az északi terlleten valt kritikussa,
kozott az Osszes aktiv fertézott 9-11%-a intenziv ellatdsra szorult [2]. 2020.
majus 18-an az dsszes nyilvantartott fertézott 225.886 volt [3].

Feleségemmel Romaban élink és dolgozunk, igy a Covid-19 vilagjarvany itt ért
minket. A pandémia kovetkezményeként, 2020. marcius 10-én az olasz Egész-
ségigyi Minisztérium (Ministero della Salute) honlapjan megjelent rendelet
értelmében elrendelték az 6sszes kereskedelmi tevékenység felfliggesztését a
szupermarketek és a gydégyszertarak kivételével, marcius 21-én pedig minden
nem létfontossagu (zleti és ipari tevékenységet leallitottak [4]. Nem féltlnk,
nem estlink panikba, de a helyzetet kezdett6l nagyon komolyan vettik.
Igyekeztink a javasolt és lehetséges dvintézkedéseket betartani a masoktdl vald
tavolsagtartastol kezdve a maszk viselésén at a gyakori kézmosasig. Kiilondsen,
hogy itt minden 7 regisztralt betegb6l 1 meghalt, ami elég borus perspektivat
kinalt. Az elhunytak szama 2020. majus 18-an 32.007, ami az 6sszes regisztralt
megbetegedés 14,16%-a. Az elhaldlozottak szama tébb mint 68-szorosa a
magyarnak (majus 18-an 467), mikdzben az olasz lakossag lélekszama csak
hatszorosa hazankénak.

Hogy miért valt ilyen sulyossa a helyzet Olaszorszagban, arra kilonféle
elméletek vannak. Valoban id6s6d6 a tarsadalom, a szilletéskor varhato
élethossz 82,7 év, ami a 6. legmagasabb a vilagon. (Az elsd helyezett Japanban
ez 83,7 év, mig hazankban 75,9, ami az 57. helyet jelenti a WHO 2015-6s
felmérése szerint [5]). Olaszorszag a vildgon a masodik legidésebb
sulyosabban. Ugyanakkor Németorszag hasonléan eléreged6 tarsadalom,
mikozben a haldlozasi arany 4,53%, lényegesen alacsonyabb. Az tény, hogy
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Olaszorszagban az intenziv osztalyokon 100 ezer lakosra levetitve 12,5 agy jut,
mig Németorszagban ez 29,2. Olaszorszagban mar 2020. februarjaban az agyak
felét az intenziv osztalyokon Covid-19 betegek foglaltak el [6]. Felvet6dott az
is, hogy a jarvany terjedésében fontos szerepet jatszhattak az olasz tarsadalmi
és kulturalis szokasok. Olaszorszagban a 18 és 29 év kdzotti fiatalok napi szinten
érintkeznek szileikkel és nagyszlleikkel. Raadasul, itt a legmagasabb azoknak
a 30 és 49 év kozotti embereknek az aranya, akik még mindig a szileiknél
laknak. Ugyanakkor, a hipotézis alatdmasztasara végzett kutatds és statisztikai
analizis ezt a feltevést nem tamasztotta ala [7]. Az analizis azt mutatta, hogy a
haldlozasi arany a régidkkal mutat korrelaciét, a tarsadalmi és kultura-
lis szokasokkal nem. Raadasul a haldlozasi arany atfed Eurdpa mas régidiban
tapasztaltakkal.

Olvasni lehetett arrdl is, hogy az emberek eléggé fegyelmezetlenek voltak, s
foleg az északi régidéban tizezer szamra blintettek meg embereket, mert nem
tartottak be a kijarasi tilalmat. Itt Romaban, legalabbis a Trastevere keriletben,
ahol élink, ezt nem tapasztaltuk. Persze 2020. majus 18-an Lombardidaban
85.019, Piemontéban 29.519, Emila-Romagnaban 27.267 és Venetoban 18.950
fert6zési esetet regisztraltak. Ehhez képest Lazioban 7.485 esetet. Lombar-
didban kozel 10 millid6 ember lakik, Lazioban mintegy 6 milli, tehat nem
|étszdmaranyosan magasabb a fertézések szama. Meglehet, itt Lazioban
ténylegesen fegyelmezettebbek voltak az emberek, mint az északi régidkban, de
ennek tudomanyos igény( vizsgalataval nem taldlkoztam. Tegylk hozza rogton,
bar Olaszorszag példaja ovatossagra kellett volna, hogy intse mas orszagok
politikai vezetését, ennek ellenére az USA-ban, Oroszorszagban, az Egyesllt
Kiralysagban, Franciaorszagban, Spanyolorszagban, Belgiumban és Brazilidban
hasonldan sulyos helyzet alakult ki. Nyilvan komplex okok vannak emdgott, amit
az elkdvetkezd id6szakban valdszinlileg megprdébalnak feltarni.

A korhazak és idb6sotthonok itt is gocpontokka valtak. Annyira, hogy az
idosotthonokban tortént haldlesetek magas szama miatt, a WHO azt mészar-
lasnak (Nursing Home ‘Massacre’) nevezte, aminek kapcsan hivatalos vizsgalat
is indult [8]. Lombardidban a mintegy 24.000 idésotthonban laké gondozottak
kozll 3.045 hunyt el februar 1. és aprilis 15. kozott a fert6zés kdvetkeztében.
Raadasul, olyan hibat, sOt talan blint is elkdvettek, hogy egy marcius 8-an kelt
regiondlis hatarozat értelmében idGsotthonokban helyeztek el fertézott
betegeket, a kérhazak tehermentesitésre. Ezt még sulyosbitotta egy marcius
30-an kelt lombardiai rendelet, ami utasitotta az idésotthonok vezetdit, hogy 75
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éven felllieket mds egészségi problémaval ne szallitsanak koérhazba, a
szdllitdssal és a slirg0sségi ellatassal O0sszefliggd kockazatok miatt. Ez tobb
id6sotthonban az érintettek haldlos itéletével ért fel.

Bar az okok mélyebb és megbizhatdbb feltardsa még varat magara, az biztosnak
latszik, hogy az olasz hatdsagok a kezdet kezdetén nem ismerték fel a betegség
valddi sulyossagat, illetve a jarvanyszer( terjedés valddi volumenét, egyaltalan
nem voltak felkészlilve arra. Késon hoztdk meg az Eurdpaban egyébként
példatlanul szigoru korlatozo intézkedéseket, s ezzel értékes heteket vesztettek
el. Ehhez tarsult, hogy a Confindustria, az orszag legnagyobb ipari lobbi
szervezete hatalmas nyomast gyakorolt a politikai vezetésre a szigoritasok
bevezetése ellen [8]. Megalapozatlan dontések is szerepet jatszottak. Marcius
31-én, egy sikeres 21 millio eurdt gyljté kampanyt koévetéen Lombardia
kormanyzdja elrendelte egy hatalmas sziikségkorhaz épitését Milandban, ami
1.324 beteg befogadasat tette volna lehet6vé annak ellenére, hogy figyel-
meztették, nem fogjak tudni megfeleléen felszerelni. Végil a nagyon kdltséges
szlikségkorhazban csak néhany tucat beteget kezeltek [8].

IdOkozben a gydgyitasi stratégiak kidolgozasa, gyogyszerek, vakcinak kutatasa-
fejlesztése gbzerdvel folyik szerte a vilagban, igy itt is [9]. A |étez6 gyogyszerek
egy része, mint a malariaellenes chloroquine nem bizonyul(t) elég bizton-
sagosnak, olyan tesztelt antivirdlis szerek, mint lopinavir plus ritonavir kombi-
nacio, umifenovir, baloxavir, niclosamide és iseltamivir nem eléggé hatékonyak.
A kortikoszteroidok ugy tlinik tobbet artanak, mint hasznalnak. Az anti-
bakterialis azythromycint szintén kiprobaltak, de nem volt hatékony. Jelenleg
két antivirdlis szerrel (remdesivir, favipiravir) és az immunoszuppressziv
tocilizumabbal folynak klinikai vizsgalatok Olaszorszagban is. Gyogyult betegek
vérplazmajaval szintén kisérleteznek, s interferon kezelések is klinikai vizsgalat
alatt vannak. Amit egyel6re tudni lehet, hogy az antiviralis szerek és a plazma
kezelés a betegség korai szakaszaban tlnnek hatékonynak, mig a tocilizumab
és az inhaldlt béta-interferon alkalmazdsa a betegség késObbi szakaszaban,
sllyossa valt allapotban célszerli. Az igazi megoldast egy hatékony vakcina
hozhatja el. Tobb orszagban is zajlanak kisérletek, koztik az olasz IRBM Science
Park biotechnoldgiai vallalat vakcindjaval, ami az Oxfordi Egyetemmel karéltve
fejlesztenek. A klinikai tesztek a UK-ben kezd&dnek a preklinikai biztonsagossagi
vizsgalatokat kovetden.

Végll egy személyes beszamold, hogyan éltiik meg a jarvanyt Romaban. A
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lakhelyelhagyasi tilalom azt jelentette, hogy kilon engedély nélkil élelmiszer-
boltba, illetve gyodgyszertarba 400 m-es korzeten bellil mehettlink csak,
mashova nem. A munkavégzés szempontjabdl az Uj helyzet engem nem
érintett, mivel évek ota foként gydgyszerek tdrzskonyvezéséhez sziikséges
szakért6i anyagokat készitek angol és amerikai gydgyszergyartdok szamara, s az
ehhez szlikséges minden aktivitas a konzultacidkon keresztll a forraskutatason
at a szakért6i anyagok megkildéséig IT technoldgiaval megoldhatd. Rdzsa, a
feleségem, az ENSZ Vilagélelmezési Programjanal (WFP) dolgozik, mint
projektvezetd konzulens. Az 6 esetében egy héttel a karantén bevezetése eldtt
az otthoni munkavégzés lehetéségét mindenkinek tesztelni kellett az Internet
kapcsolat kapacitasatdél kezdve a telekommunikacidés eszkdzok és programok
m(kodésén at az IT biztonsag elvart szintjének biztositasaig. Mindent
0sszevéve, a munka teriletén a pandémia nalunk nem okozott/okoz problémat,
igy ebben szerencsésnek mondhatjuk magunkat.

Valoszinlinek latszik, hogy a jelenlegi helyzetnek hosszu tavon is komoly hatdsa
lesz a munkavégzésre, munkaszervezésre bizonyos terileteken. A pandémia
el6tt az USA-ban a munkaképes lakossag kb. 15%-a dolgozott tavmunkaban,
mig Eurépaban ez az arany jelenleg csak 2-3 % kozo6tt volt. A vilagjarvany alatt
kényszer(ien bevezetett tavmunka a gyakorlatban mutatta meg, melyek azok a
tertiletek, amelyek teljes hatékonysaggal végezhetdk online. Egy 2015. és 2017.
kozott 75 orszagban végzett nemzetkozi felmérés néhany érdekes tényt tart fel
az otthoni munkavégzéssel kapcsolatban [10]. Eszerint a fejlett orszagokban
online munkat végzok egyharmada n6, mig a fejloédé orszagokban csak egy
otode. Az ilyen munkat végzOk 18%-a legfeljebb kozépiskolai végzettségd,
25%-a miszaki szakember, 37%-anak van fels6oktatasi diplomaja, s 20%-anak
posztgraduadlis diplomaja. A posztgradudlis diplomaval rendelkezOk 57%-a
tudomanyos és technoldgiai szakember (12% természet- és orvostudomanyok,
23% mérndki tudomanyok, 22% IT technoldgia). Tovabbi 25% ko6zgazdasag,
pénzlgy, konyvelés teriletén van. Az ilyen terileteken gazdasagossagi
szamitasok alapjan valdszinlileg jéval kevesebbet fognak a jovoben a dolgozdk
irodakban tolteni. Meglehet, kialakul egy rugalmas rendszer kevesebb irodai
nappal, s tébb otthonival.

Visszatérve a személyes tapasztalatokra, maganéletiinkben a legfontosabb
valtozast a pandémiahoz kapcsolédd korlatozd intézkedések kovetkeztében a
szamunkra kedves aktivitasok, apré ritualék elmaradasa jelentette/jelenti. Ami
hidnyzott/hidanyzik, rendszeres és hosszu sétaink Roma parkjaiban és torténelmi
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nevezetességei kozott, a reggeli kavé és cornetto (az osztrak ‘kipferl’ és a
francia ’croissant’ olasz megfeleldje) kedvenc barjainkban, a Trastevere
hangulatos éttermeinél utcai asztaloknal felszolgalt vacsordak, a turistak llukteto,
életviddm hompolygése, a kiallitasok, koztlik a reneszansz festd, Raffaello
halalanak 500. évforduldja alkalmabdl rendezett, de kényszerlen bezart rémai
kidllitas, amire csak elévételben 70 ezer jegyet adtak el online stb. Mindenesetre
fizikai, mentalis és érzelmi sikon is igyekeztiink alkalmazkodni az Uj helyzethez.
Fizikai aktivitdsként, egyebek mellett, Gjra gyakoroltam a helyben futast - amit
utoljara 18 éves koromban, kotelezd katonai szolgalatom idején tettem -, hogy
ezzel is nehezitsem a koronavirus dolgat. Kikapcsolddast jelenté mentalis
karbantartas céljabdl oOsszedllitottam egy magyar, angol, olasz nyelv( foté-
albumot madarképeimbdl, amit barataim tetszéssel fogadtak. Végul pedig
érzelmileg sokat segitett/segit, hogy gyermekeinkkel, csaladdtagjainkkal, bara-
tainkkal ma mar ugy lehet beszélgetni, hogy nemcsak halljuk 0ket, de latjuk is
az arcukat. A telekommunikacidés technolégia mai szintjén a karantén nem
ugyanazt jelenti, mint amilyen mondjuk az 1918-19-es spanyolnatha idején
volt.
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Most, hogy ezeket a sorokat irom, két hete mar, hogy enyhitettek a
korlatozasokon, de hosszu id6nek kell még eltelnie, hogy a varos megteljen
élettel. Most még elhagyatott, maganyos. Hat nappal a kijarasi tilalom meg-
szlintetése utan készitettem a fenti képeket. Az emberek sokasdga, ami
idonként szinte kényelmetlenil, de mégiscsak élettelivé tette a varos torténelmi
helyeit, nagyon hidnyzik. Jé lenne valami bdlcs megoldast talalni arra, hogy ne
kelljen az embereknek eltlinni a szabadbdl ahhoz, hogy csdkkenjen a lég-
szennyezés és a zaj, hogy kevesebb legyen az elszért szemét. 16 lenne, ha a
jovoben minél tébb ember minél tébbszoér tudna orilni annak, amikor napos
idoben latja a felettlink levd ég gyonyord kék szinét.

Az utdbbi j6 néhany évtizedben elképzelhetetlen lett volna ilyen kihaltsagrol
tanuskodd képeket késziteni rémai miemlékeknél (Colosseum, Trevi-kut,
Pantheon, Via dei Fori Imperiali), mint most, hat nappal a karantén feloldasa
utan, egy szép majusi vasarnap délelott.
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I KONFERENCIA HIREK Elmarad az MBKE 2020. évi véndorgy(ilése, Pécs

Dear Colleagues,

After careful consideration, we have decided to cancel the Annual Meeting of
the Hungarian Biochemical Society (HBS), originally planned to be held
in Pécs, in August 2020.

We all deeply regret that this summer will pass without this important event of
our Society, which has been a source of much insight, fun and enjoyment for all
of us in recent years.

Our decision was influenced by the following circumstances:

- the number of abstract submissions remained very low until the specified
deadline;

- very few exhibitors would be willing to participate under the current conditions;
- PTE, the host university, currently upholds a policy banning the organization of
any major meeting;

- it would be very difficult to adhere to social distancing measures at poster
sessions and other social events.

Despite the above decision, we warmly encourage everyone to take part in the
next Hungarian Life Sciences Conference, planned for 26-28 March, 2021.

The HBS Annual Meeting in Pécs is planned to take place at the end of
August in 2022.

We look forward to meeting you soon under more favorable circum-
stances.

LaszI6 Buday, President, HBS
Ferenc Gallyas, local organizer, HBS
Mihaly Kovacs, Secretary General, HBS
Attila Varga, CEO, Diamond Congress Ltd.
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